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hombre:  prevalencia  y  caracterización  de  cepas  diarreagénicas  y  productoras  de  β‐
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4.4.7.  Perfiles  de macrorrestricción  obtenidos  por  PFGE  de  las  cepas O25b:H4‐B2 
(ST131): comparación con cepas de origen humano ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 235 


















































































































































después en  la forma de entender y valorar  las  infecciones por E. coli diarreagénicos, ya 
que puso en evidencia el riesgo de que otros serotipos de ECVT pudieran emerger como 
patógenos  importantes para  los humanos en el  futuro. Hasta esa  fecha,  la mayoría de 
los estudios se centraban exclusivamente en el serotipo enterohemorrágico O157:H7 y 
en  la  carne de  vacuno  como principal  fuente de  transmisión. Hoy en día es  cada  vez 
mayor el  interés en el papel que  juegan  los E.  coli diarreagénicos, principalmente  los 
ECVT  no  O157,  en  las  infecciones  de  origen  alimentario,  incluyendo  todo  tipo  de 
alimentos. Debido a la dificultad que supone la detección y aislamiento en alimentos de 
todos  los  patotipos  de  E.  coli,  son muy  pocos  los  laboratorios  a  nivel mundial  que 
realizan su  investigación de manera conjunta. Por otro  lado, en  los últimos años se ha 
producido un  incremento  significativo de cepas de E. coli productoras de BLEE debido 
fundamentalmente  a  la  rápida  diseminación  de  cepas  que  sintetizan  enzimas  de  la 
familia  CTX‐M,  tanto  en  ambiente  hospitalario  como  en  la  comunidad.  De  especial 
preocupación  es  la  emergencia  a  nivel mundial  del  grupo  clonal O25b:H4‐B2  (ST131) 
productor de CTX‐M‐15 y otros  tipos de enzimas BLEE, puesto que  las cepas de dicho 
grupo  clonal  portan  un  enorme  arsenal  de  genes  de  virulencia  y  de  resistencia  a 
antibióticos. La posibilidad de que la cadena alimentaria sea un vehículo importante de 
transferencia de genes de resistencia de cepas de origen animal al ser humano ha sido 
planteada  por  diferentes  investigadores,  no  obstante, muy  pocos  estudios  han  sido 
realizados hasta la fecha en alimentos.  
Por  todo  lo expuesto, planteamos  en  esta  Tesis Doctoral  investigar  conjuntamente  la 






cepas  causantes  de  infecciones  en  seres  humanos.  Los  resultados  indican  que  un 
elevado porcentaje de  las muestras de alimentos analizadas (17,5%) son positivas para 
el  aislamiento  de  cepas  que  suponen  un  riesgo  potencial  desde  el  punto  de  vista 
microbiológico  para  la  salud  del  consumidor.  Por  las  prevalencias  obtenidas,  se 




especial  riesgo  la carne de ave, en  la que  se detecta un porcentaje  significativamente 
superior de cepas con estatus ExPEC. Finalmente, evidenciamos el potencial  riesgo de 
emergencia de nuevos patotipos de E. coli en alimentos, tal y como sucedió en el brote 
de  Alemania,  con  posibilidades  reales  de  transmisión  al  hombre,  en  base  a  la 









risk  that  others  STEC  serotypes  could  emerge  in  the  future  as  important  human 
pathogens.  Until  that  date,  most  studies  focused  exclusively  on  the  STEC  serotype 
O157:H7, and beef as  the main  source of  transmission. Nowadays,  the  role played by 
diarrheagenic E. coli in food‐borne infections on all types of food, and non‐O157 STEC in 
particular, is receiving widespread attention. However, due to the difficulty of detection 
and  isolation  in  food  of  all  pathotypes  of  E.  coli,  there  are  only  a  few  laboratories 
worldwide which are capable of simultaneously studying all pathotypes. Furthermore, in 
recent  years,  there  has  been  a  significant  increase  of  E.  coli  ESBL  producing  strains, 
mainly due to the rapid spread of strains that synthesize enzymes of the CTX‐M family, 
both  in  hospital  settings  and  within  the  community.  Of  particular  concern  is  the 
worldwide emergence of the clonal group O25b:H4‐B2 (ST131) CTX‐M‐15‐producing and 
other  ESBL  enzymes;  since  strains  of  the  clonal  group  bear  both  a  huge  arsenal  of 
virulence genes as well as antibiotic resistance. The possibility that the food chain could 
be an  important vehicle of  transmission of  resistance genes of animal origin strains  to 
humans has been proposed by different  researchers, however, until now,  few  studies 
have been conducted on food. 
For  all  these  reasons,  in  this  PhD  thesis  we  propose  to  study  simultaneously  the 
presence of diarrheagenic E. coli  strains, clonal group O25b:H4‐B2  (ST131)  strains and 
ESBL‐producing strains in foods from different animal (beef, pork, poultry) and vegetable 
sources,  in order  to:  assess  their microbiological quality;  study  the presence of  these 
strains and their characteristics; understand the role of food in the transmission of ESBL‐
producing and clonal group O25b:H4‐B2 strains; and determine the potential virulence 
and  level  of  clonality  of  isolated  strains  by  comparing  them  to  strains  which  cause 
human infections. The results indicate that a high percentage of food samples analyzed 
(17.5%)  were  positive  for  the  isolation  of  strains  that  represent  a  potential  risk  to 
consumer health from a microbiological point of view. Due to the prevalence obtained, 
we  confirm  beef  and  pork  as  sources  of  STEC  transmission,  and  fundamentally  avian 
meat as an aEPEC transmitter. In addition, foods from animal and vegetable sources are 
potential transmitters of E. coli ESBL‐producing and the pandemic clonal group O25b:H4‐
B2  (ST131)  strains.  Avian meat  stands  out  by  its  special  risk,  in which  a  significantly 
higher percentage of strains with ExPEC status is detected. Finally, we demonstrate the 
potential  risk  of  the  emergence  of  new  E.  coli  pathotypes  in  food,  as  in  the  recent 












puxo  en  evidencia  o  risco  de  que  outros  serotipos  de ECVT puidesen  emerxer  como 
patóxenos importantes para os humanos no futuro. Ata esa data, a maioría dos estudos 
centrábanse  exclusivamente  no  serotipo  enterohemorráxico O157:H7  e  na  carne  de 
vacún como principal fonte de transmisión. Hoxe en día é cada vez maior o interese no 
papel  que  xogan  os  E.  coli diarreaxénicos,  principalmente  os ECVT  non  O157,  nas 
infeccións de orixe alimentaria,  incluíndo  todo  tipo de alimentos. Debido á dificultade 
que supón a detección e illamento en alimentos de todos os patotipos de E. coli, son moi 
poucos  os  laboratorios  a  nivel  mundial  que  realizan  a  súa  investigación  de  xeito 
conxunto. Por outro  lado, nos últimos anos produciuse un  incremento  significativo de 
cepas de E.  coli produtoras de BLEE debido  fundamentalmente,  á  rápida diseminación 
de cepas que sintetizan encimas da familia CTX‐M, tanto no ambiente hospitalario coma 
na  comunidade.  De  especial  preocupación  é  a  emerxencia  a  nivel mundial  do  grupo 
clonal O25b:H4‐B2 (ST131) produtor de CTX‐M‐15 e outros tipos de encimas BLEE, posto 
que  as  cepas  do  devandito  grupo  clonal  portan  un  enorme  arsenal  de  xenes  de 
virulencia e de resistencia a antibióticos. A posibilidade de que a cadea alimentaria sexa 
un  vehículo  importante  de  transferencia  de  xenes  de  resistencia  de  cepas  de  orixe 
animal ó  ser humano  foi  formulada por diferentes  investigadores, non obstante, moi 
poucos estudos foron realizados ata a data en alimentos. 
Por  todo  o  exposto,  formulamos  nesta  Tese  Doutoral  investigar  conxuntamente  a 
presenza  de  cepas  de E.  coli diarreaxénicas,  do  grupo  clonal  O25b:H4‐B2  (ST131)  e 
produtoras de BLEE en diferentes alimentos de orixe animal (carne de vacún, porcino e 
ave) e de orixe vexetal, co obxectivo de avaliar a súa calidade microbiolóxica, estudar a 
presenza  destas  cepas  e  as  súas  características,  coñecer  o  papel  dos  alimentos  na 
transmisión de cepas produtoras de BLEE e do grupo clonal O25b:H4‐B2, e determinar o 
potencial de virulencia e grao de clonalidade das cepas illadas, comparándoas con cepas 
causantes  de  infeccións  en  seres  humanos.  Os  resultados  indican  que  unha  elevada 
porcentaxe das mostras de alimentos analizadas (17,5%) son positivas para o  illamento 
de cepas que supoñen un risco potencial dende o punto de vista microbiolóxico para a 
saúde do  consumidor. Polas prevalencias obtidas,  confírmanse a  carne de vacún e de 
porco  como  fonte  de  transmisión  de ECVT,  e  fundamentalmente  a  de  ave  como 
transmisora de ECEPa. Ademais, tanto os alimentos cárnicos coma os produtos agrícolas, 
son  potenciais  transmisores  de  cepas  de E.coli produtoras  de BLEE e  do  grupo  clonal 
pandémico O25b:H4‐B2 (ST131). Destaca polo seu especial risco a carne de ave, na que 
se  detecta  unha  porcentaxe  significativamente  superior  de  cepas  con  status  ExPEC. 





















Escherichia  coli  es  un  bacilo  gram  negativo,  anaerobio  facultativo,  perteneciente  a  la 







molecular.  Desde  que  fue  descubierta  se  ha  convertido  en  una  de  las  especies 
bacterianas más comúnmente aisladas en laboratorios de microbiología clínica. 
E.  coli  es  la  especie  predominante  de  la  microbiota  normal  aerobia  y  anaerobia 
facultativa  saprofítica  del  tubo  digestivo  de  la  mayor  parte  de  los  mamíferos, 




papel en  la síntesis de  la vitamina K, el procesamiento de  los residuos alimentarios, el 
constante estímulo de la respuesta inmune en el hospedador o la inhibición competitiva 
que ejerce sobre el crecimiento de todo tipo de enteropatógenos (Kruis, 2004). 
Al  tratarse de una bacteria  intestinal,  E.  coli  se  excreta diariamente  con  las heces de 
manera abundante. Las heces de un  individuo sano contienen entre 108 y 109 E. coli/g, 
como la masa fecal media es de unos 200 g, esta masa contendrá 2 x 1010 – 1011 E. coli. 
Por  tanto,  la  población  humana  excreta  al medio  ambiente  sobre  1020  –  1021  E.  coli 
diarios,  una  cantidad  que  se  ve  incrementada  por  las  excreciones  de  los  animales. 
Muchos de estos E. coli sobreviven, al menos inicialmente, en el medio ambiente, en el 

















de  700.000 muertes  al  año,  afectando  fundamentalmente  a  la  población  infantil  del 
tercer mundo (aproximadamente 375.000 niños menores de 5 años mueren al año por 
E.  coli)  (OMS, 2005; UNICEF/OMS, 2009, Walker et al. 2013). Es además, el patógeno 
más  frecuentemente asociado con  infecciones urinarias y septicemias. En animales  las 
colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo esencialmente en animales de pocos días de 
edad  y  en  recién  destetados,  ocasionando  importantes  pérdidas  económicas  en  las 
explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, así como en la cría intensiva de aves y 




























La  virulencia  bacteriana  es  un  fenómeno  multifactorial,  de  manera  que  las  cepas 
patógenas presentan diferentes tipos de factores de virulencia que suelen ser adquiridos 
por mecanismos de intercambio genético bacteriano.  
Entre  los  factores de virulencia de E.  coli  cabe destacar:  la expresión de adhesinas que 
facilitan  la adherencia a  las superficies corporales  (colonización);  la síntesis de proteínas 
que  confieren  a  la  bacteria  la  capacidad  de  invadir  diferentes  tejidos  (invasividad);  la 
producción de toxinas  (inducción al daño al hospedador);  la síntesis de enzimas que son 





















E. coli es uno de  los microorganismos que se asocia con mayor  frecuencia a  infecciones 
extraintestinales,  tanto en  seres humanos  como en animales. Entre  las  infecciones que 






originan  en  el  tracto  urinario  y  en  la  cavidad  intrabdominal.  Comúnmente  se  dan  en 
individuos con enfermedades de base o con enfermedades crónicas de larga evolución. Su 
pronóstico  suele  ser  mejor  que  la  infección  por  otros  microorganismos  bacilo  gram 
negativos,  con  una  tasa  de  mortalidad  de  entre  el  4%  y  el  18%,  que  se  asocia 
principalmente  a  leucopenia,  inmunodepresión  y  a  la  adquisición  nosocomial.  No 
obstante, en  los últimos 10 años  las cepas de E. coli bacteriémicas han desarrollado un 
incremento  progresivo  de  resistencia  a  antibióticos,  lo  cual  dificulta  su  tratamiento 
(Javaloyas et al. 2003; Oteo et al. 2006; Jones et al. 2008; Naseer et al. 2009). 
Se han desarrollado 2 teorías para explicar la relación entre las cepas fecales de E. coli y las 
causantes de  ITU:  la  teoría de  la prevalencia y  la  teoría de  la especial patogenicidad. La 
primera  sostiene  que  la  cepa  presente  en mayor  abundancia  en  la microbiota  normal 






que se comprobó que  las cepas causantes de  ITU presentaban una serie de  factores de 









otros  aspectos,  en  un  amplio  rango  de  factores  de  virulencia  asociados,  como  son: 
adhesinas (fimbrias P, S, F1C); toxinas (hemolisina, factor citotóxico necrotizante); factores 
de adquisición de hierro (aerobactina, salmoquelina); lipopolisacáridos (LPS); polisacáridos 
capsulares  (cápsulas  del  grupo  I,  II,  III);  e  invasinas  (IbeA),  los  cuales  se  encuentran 
frecuentemente codificados en  islas de patogenicidad  (PAI), en otros elementos de ADN 
móviles, o en el cromosoma bacteriano (Blanco et al. 1992; Moulin‐Schouleur et al. 2006; 







Fimbrias  tipo  P:  fimbria  resistente  a  la manosa,  región  central  del  operón  pap, 
















Proteína  autotransportadora  (secreted  autotransporter  toxin),  altera  el 
citoesqueleto de  las  células epiteliales de  la  vejiga y el  riñón,  incrementando  la 
habilidad de E. coli para propagarse 
hlyA 
α‐hemolisina,  citotoxina  calcio  dependiente,  facilita  el  crecimiento  de  los 












kpsM III  Cápsula  del  Grupo  III,  localizado  en  cepas  de  E.  coli  causantes  de  infecciones extraintestinales 
   VARIOS 
cvaC 
Gen  estructural  de  la  colicina  V,  con  actividad  letal  contra  ciertos  organismos 





ibeA  Proteína  (invasion  of  brain  endothelium)  que  contribuye  a  que  la  bacteria atraviese la barrera hemato‐encefálica y penetre en el sistema nervioso central 
usp 
Proteína que actúa como una bacteriocina (uropathogenic strain‐specific protein), 
permite  a  las  cepas  lisar  otras  cepas  no  virulentas  de  E.  coli,  favoreciendo  la 
competición  contra  otras  cepas  de  E.  coli  que  ocupan  el  mismo  nicho, 
aumentando su infectividad en el tracto urinario 
tsh  Proteína  de  superficie  termosensible  que  posee  la  capacidad  de  aglutinar  los enterocitos a 26 °C (temperature sensitive hemagglutinin) 
 








pueden  colonizar  de una manera  estable  el  tracto  intestinal del hospedador  y muchos 
constituyen parte de la microbiota predominante (20%) de hospedadores sanos (humanos 
y animales), los cuales se convierten en reservorio de este tipo de cepas que pueden, bajo 
determinadas  circunstancias,  pasar  al  tracto  urinario  o  a  la  sangre,  provocando  así  la 
infección.  Por  lo  tanto,  la  adquisición  por  parte  de  un  huésped  de  una  cepa  patógena 
extraintestinal no es suficiente para que se produzca la infección, para ello es necesaria la 
entrada del microorganismo a un órgano extraintestinal. 
Como  se  ha  indicado  anteriormente,  las  cepas  ExPEC  también  causan  infecciones 
extraintestinales  en  animales,  incluidos  animales  domésticos  y  mascotas.  Se  ha 
demostrado  que  las  cepas  ExPEC  de  animales  y  humanos  comparten  factores  de 
virulencia, lo que sugiere que estos microrganismos podrían ser patógenos zoonóticos. 
Las cepas de ExPEC han sido aisladas de productos alimentarios, en particular de carnes 





Los antibióticos  β‐lactámicos  son bactericidas e  inhiben  la  síntesis de  la pared  celular 
bacteriana  al  impedir  la  última  etapa  de  las  síntesis  del  peptidoglucano,  la 





tuvo  lugar con  la  síntesis del núcleo de  las penicilinas y  las cefalosporinas, el ácido 6‐
aminopenicilánico (6‐PA) y el ácido 7‐aminocefalosporánico (7‐ACA), que han permitido 
la obtención de numerosas penicilinas y cefalosporinas semisintéticas. 




































Las  bacterias  pueden  adquirir  resistencia  a  los  antibióticos  β‐lactámicos mediante  la 
producción de β‐lactamasas que los inactivan. Se han descrito más de 200 β‐lactamasas 
diferentes,  algunas  son  específicas  para  penicilinas  (penicilinasas),  cefalosporinas 
(cefalosporinidasas) o carbapenémicos (carbapenemasas), mientras que otras poseen un 
espectro  amplio  de  actividad,  incluyendo  algunas  que  son  capaces  de  inactivar  a  la 
mayoría de los antibióticos β‐lactámicos (Murray et al. 2006).  







Las  β‐lactamasas  de  espectro  extendido  (BLEE)  se  definen  como  enzimas  capaces  de 








Alemania y actualmente están distribuidas por  todo el mundo. Hasta  la  fecha,  se han 
descrito  221  β‐lactamasas  del  tipo  TEM  y  189  del  tipo  SHV  (http://www.lahey.org/ 







muestran  solo  un  40%  de  homología  con  las  TEM  y  SHV,  y  se  han  caracterizado  por 
conferir un alto grado de resistencia  frente a  la cefuroxima, cefotaxima y cefepima sin 























Las  cepas  de  E.  coli  productoras  de  BLEE  han  emergido  a  nivel  mundial  de  forma 
significativa, tanto en las infecciones adquiridas en la comunidad, como en las asociadas 
a cuidados sanitarios (Pitout et al. 2008). Asimismo, se ha  incrementado  la  implicación 
de  estos microorganismos  como  causa  de  infecciones  nosocomiales  (Rodríguez‐Baño, 
2006).  Los  programas  de  vigilancia  realizados  en  Europa  y  otras  áreas  geográficas 
demuestran  este  incremento  de  la  prevalencia  y  dispersión  de  cepas  productoras  de 
BLEE.  Los  últimos  datos  disponibles  de  la  EARSS  (European  Antimicrobial  Resistance 
Surveillance  System)  (http://ecdc.europa.eu/en/Publications/antimicrobial‐resistance‐
surveillance‐europe‐2013.pdf)  del  2013  indican  que  más  de  la  mitad  de  las  cepas 
invasivas (de hemocultivos) reportadas a la Red de la EARSS eran resistentes a, al menos, 
uno de los antibióticos que se encuentran bajo vigilancia. 
Según  el  informe,  preocupa  especialmente  el  aumento  de  las  resistencias  a 
cefalosporinas de 3ª generación (Figura 2) y la resistencia combinada de cefalosporinas 






















Dinamarca  5  121  73,6
Eslovaquia  14  240  74,6
Francia  51  861  76,5
Austria  21  196  81,6
Estonia  6  25  84 
España  33  672  86,3
Polonia  36  113  87,6
Holanda  12  111  88,3
Letonia  5  18  88,9








Bulgaria  11  66  90,9
Croacia  14  91  91,2
República Checa  44  387  91,2
Eslovenia  10  107  91,6
Portugal  26  328  92,1
Finlandia  18  263  93,5
Italia  3  33  93,9
Rumanía  11  56  94,6
Luxemburgo  5  22  95,5
Suecia  16  382  97,4
Hungría  7  40  100 







En  el  estudio  epidemiológico  llevado  a  cabo  en  España  en  el  2006,  en  el  que  se 
compararon  los datos obtenidos ese año con  los de otro estudio similar realizado en el 




otro  lado,  la prevalencia de  las BLEE  tipo TEM disminuyó del 19%  (año 2000) al 1,2% 
(año 2006). En cuanto a las BLEE tipo CTX‐M, la prevalencia se disparó del 52% en 2000 
(CTX‐M‐9 y CTX‐M‐14, principalmente) al 72% en 2006 (CTX‐M‐14, CTX‐M‐15 y CTX‐M‐9, 
principalmente).  Y  en  lo  que  respecta  a  la  prevalencia  de  las  BLEE  tipo  SHV,  los 



























en el año 2007, y  coincidiendo  con  la diseminación mundial de  cepas productoras de 
CTX‐M  (especialmente  CTX‐M‐15),  un  consorcio  de  investigadores  describieron  por 
primera vez un grupo clonal expandido a nivel mundial en hospitales y en la comunidad 
(Nicolas‐Chanoine et al. 2008).  
Se  trababa  del  grupo  clonal  pandémico  de  E.  coli  O25b:H4‐B2‐ST131  (de  aquí  en 
adelante grupo clonal ST131) que característicamente está asociado a  la producción de 







más  frecuente  es  en  forma  de  resistencia  a  la  ciprofloxacina  y  sensibilidad  a  las 
cefalosporinas de 3ª y 4ª generación (CipR‐noBLEE).  
Estudios recientes indican que las cepas del grupo clonal ST131 suponen más del 50% de 
las  cepas  productoras  de  BLEE,  al  menos  1  de  cada  10  infecciones  urinarias/sepsis 




clonal  ST131  exhibe  típicamente múltiples  factores  de  virulencia,  incluidas  adhesinas, 
toxinas,  sideróforos,  cápsulas del grupo 2, etc.; por  lo que este grupo  clonal  combina 
tanto genes de resistencia como genes de virulencia, algo que en  las cepas clásicas del 
grupo  de  E.  coli  patógenos  extraintestinales  (ExPEC)  había  sido  excluyente  (Nicolas‐
Chanoine et al. 2008). 
Recientemente, han sido caracterizados nueve virotipos (A, B, C, D1, D2, D3, D4, D5 y E) 
dentro  del  grupo  clonal  ST131,  distribuidos  a  nivel  internacional,  con  perfiles  PFGE 
específicos  y  con  asociaciones  clínico‐epidemiológicas  significativas.  Esta  variabilidad 
dentro  de  ST131  también  se  ha  demostrado  mediante  la  secuenciación  multilocus 
(MLST) empleando el esquema altamente discriminatorio del Instituto Pasteur, e incluso 
por  serotipado,  ya  que  recientemente  se  ha  observado  que  algunas  cepas  del  grupo 
clonal ST131 pertenecen al serotipo O16:H5 (Blanco et al. 2013; Mora et al. 2014; Dahbi 

















El  grupo  clonal  ST131  también  ha  sido  identificado  en  animales  de  producción, 
concretamente en producción aviar (Cortés et al. 2010; Mora et al. 2010) y producción 
porcina  (LREC,  datos  no  publicados).  Cortés  y  colaboradores  (2010)  describieron  por 
primera  vez  el  grupo  clonal  ST131  CTX‐M‐9,  detectándolo  en  muestras  de  aves  de 
producción. En ese mismo año, Mora y colaboradores (2010) describen por primera vez 
la  emergencia  del  grupo  clonal O25b:H4‐ST131  ibeA  positivo  en  cepas  aviares  con  la 
reciente adquisición del antígeno capsular K1 incluyendo las cepas productoras de CTX‐
M‐9  y  establecen  que  este  grupo  clonal  representa  un  riesgo  zoonótico  real  entre 
humanos y aves. 





(Capreolus  capreolus)  y  jabalíes  (Sus  scrofa)  en  España  han  experimentado  tal 
crecimiento  en  las  últimas  décadas  que  se  han  extendido  prácticamente  por  toda  la 
Península Ibérica, acercándose a los asentamientos humanos. Esta proximidad potencia 
el  riesgo de  contacto entre estas especies  silvestres y  los animales de producción, así 
como con el hombre. El noroeste español es una zona típica de ganadería semiextensiva 
y en  las áreas  rurales, el contacto entre  los animales de producción y  los silvestres es 
inevitable. 
La  conveniencia  de  compatibilizar  la  actividad  ganadera  con  la  actividad  cinegética‐
conservacionista  en  zonas  rurales  y  forestales  requiere  que  las  Administraciones 
A. HERRERA 
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Públicas  establezcan  estrategias de  control,  en base  a  los datos  epidemiológicos, que 
prevengan  la  posible  transmisión  de  agentes  zoonóticos  entre  los  animales  que 
comparten el mismo biotopo.  
En  un  estudio  reciente,  nuestro  grupo  demostró  que  el  zorro,  el  corzo  y  el  jabalí  en 










parece  estar  directamente  influenciado  por  la  práctica  mediante  el  uso  de 
antimicrobianos.  Esto  podría  ser  la  consecuencia  colateral  de  la  emergencia  de 
infecciones comunitarias por cepas BLEE, pero a su vez puede dar lugar a: 
 a) Una subsiguiente colonización de las poblaciones de animales silvestres, que 
a  su  vez  se  conviertan  en  fuentes  de  infección  o  incluso  en  un  reservorio  de  E.  coli 
productoras de BLEE. 
   b)  Diseminación  y  transmisión  de  E.  coli  productoras  de  BLEE  en  nichos 
ecológicos frágiles. 
 c)  Posibles  nuevos  ciclos  de  infección  entre  los  animales  silvestres,  animales 
domésticos y los humanos. 
   d) Problemas en el tratamiento médico de todas las especies. 
En este  sentido,  los  investigadores  señalan  la necesidad de estudios a gran escala, en 





de  cepas de E.  coli productoras de BLEE  (incluidas  cepas del grupo  clonal ST131) y  se 
asume  que  este  fenómeno  es  debido  al  contacto  frecuente  con  aguas  residuales 













La  prevalencia  de  los  distintos  patógenos  entéricos  varía  entre  los  distintos  países  y 
áreas geográficas (Afset et al. 2003; Cohen et al. 2005; Spano et al. 2008; Ochoa et al. 
2009; Moyo  et  al.  2011;  Sang  et  al.  2012).  Los  grupos  de  E.  coli  diarreagénicos  han 
adquirido  gran  relevancia  en  los últimos  años  en  cuanto  a  la  salud pública  se  refiere 



































A diferencia de  las cepas comensales y de  las ExPEC,  las cepas de E. coli diarreagénicas 
raramente aparecen en la microbiota fecal de hospedadores sanos y además, al contrario 
de  las  cepas  ExPEC,  las diarreagénicas parecen  ser  esencialmente patógenas obligadas, 
causando distintas  infecciones entéricas  cuando  son  ingeridas en  cantidades  suficientes 
(Russo y Johnson, 2000).  
Las  cepas de  los diferentes  grupos de E.  coli diarreagénicos pertenecen  a una  amplia 
variedad de serotipos. En la Tabla 7 se relacionan los más frecuentes en humanos. 
Tabla 7. Principales serotipos de E. coli diarreagénicos humanos (Herrera, 2010) 
ECEP  ECET  ECEI  ECVT  ECEA 
Clásicos  O6:H16,H51,H‐  O28:H‐  O1:H7,H‐  O3:H2,H3,H21 
O26:H11,H‐  O8:H9,H‐  O29:H‐  O2:H5  O4 
O55:H6,H51,H‐  O9:H21  O73:H18  O8:H2,H‐  O7:H‐ 
O86:H8,H34,H‐  O11:H27  O112:H‐  O9:H21  O9:H10 
O111:H2,H6,H27,H‐  O15:H11,H‐  O115:H‐  O15:H‐  O15:H1,H18,H‐ 
O114:H2,H‐  O20:H21,H‐  O121:H‐  O22:H8  O17:H18 
O119:H2,H6,H8,HH‐  O25:H42,H‐  O124:H7,H30,H‐  O25:H‐  O21:H21 
O125  O27:H7,H20,H‐  O135:H‐  O26:H11,H‐  O25:H9,H18,H19 
O126:H2  O29:H‐  O136:H‐  O55:H‐  O44:H18 
O127:H6,H40,H‐  O49:H‐  O143:H‐  O76:H19  O51:H11 
O128:H2  O63:H12,H‐  O144:H25,H‐  O77:H41  O77:H18 
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ECEP  ECET  ECEI  ECVT  ECEA 
O142:H6,H21,H34  O77:H18,H45  O152:H‐  O84:H2  O78:H2,H10 
O78:H11,H12,H‐  O153:H‐  O91:H14,H21,H‐  O85:H10 
Otros  O85:H7  O159:H2,H‐  O98:H‐  O86:H2,H11,H18 
O2:H2,H45  O114:H21,H49,H‐  O164:H‐  O103:H2,H7,H25  H21,H27 
O23:H8  O115:H21,H40,H51  O167:H4,H5,H‐  O104:H21  O92:H33 
O26:H‐  O126:H9  O171:H‐  O111:H2,H8,H‐  O104:H? 
O33:H34  O128:H7,H12,H21,H27,H4,H9  O173:H‐  O113:H4,H21,H32  O111:H21 
O34:H45  O139:H28  O117:H4,H7  O125:H9,H21 
O49:H10  O148:H8,H28  O118:H2,H12,H16  O127:H2 
O51:H49  O149:H4,H10  O121:H19  O153:H2 


























Los  ECET  son  considerados  en  la  actualidad,  junto  con  los  E.  coli  enteropatogénicos 
(ECEP) y  los  rotavirus,  los patógenos que  con mayor  frecuencia  causan gastroenteritis 











provocado  algunos  brotes  de  gastroenteritis  en  EE.UU  y Noruega  (Yoder  et  al.  2006; 
Harrison  et  al.  2012;  MacDonald  et  al.  2015).  Los  síntomas más  destacados  de  las 




Los  ECET  humanos  colonizan  la  mucosa  del  intestino  delgado  por  medio  de  pili  o 
fimbrias  denominadas  factores  de  colonización  intestinal  CFA  (colonization  factor 
antigens)  (CFA/I,  CFA/II,  CFA/III  o  CFA/IV),  siendo  su  principal  mecanismo  de 




• La enterotoxina  termolábil LT  (Heat‐labile) de E.  coli está  íntimamente  relacionada en 
estructura  y  función  a  la  enterotoxina  del  cólera  (CT)  expresada  por  la Vibrio  cholerae 
(Sixma et al. 1993).  




humanas,  porcinas  y  de  rumiantes  y,  por  otro,  la  toxina  STb,  que  se  asocia 
fundamentalmente  con  cepas  aisladas  del  ganado  porcino.  En  España  los  serotipos 
predominantes  entre  humanos  son  O25:H‐  (STa  CFA/III),  O153:H45  (STa  CFA/I), 
O169:H41 o H‐ (STa CFA/IV) (Blanco et al. 1991, 2002). 
En  animales,  se  sabe  que  en  rumiantes  las  infecciones  por  ECET  generan  grandes 
pérdidas  económicas  debidas  a  las  elevadas  tasas  de  morbilidad  y  mortalidad  que 
produce  (Cox et al. 2014). En ganado vacuno y ovino,  las  infecciones por ECET en  los 
primeros 4 días de vida, pueden ser las responsables de diarreas graves con altos índices 




Los ECET que  causan diarrea en animales producen enterotoxinas  (LT,  STa  y/o  STb)  y 
poseen los factores de colonización K88, K99, P987, F18 o F41 (Garabal et al. 1995, 1996; 
González et al. 1995; Blanco M. et al. 1997b; Vu Khac et al. 2006, 2007). Las  fimbrias 
asociadas con diarreas en cerdos son F4  (K88), F5  (K99), F6  (P987); F7  (F41) y F18. No 





Los  ECEI  son muy  parecidos  desde  el  punto  de  vista  bioquímico,  genético  y  por  sus 
mecanismos de patogenicidad, a  los miembros del género Shigella. De hecho, estudios 
recientes  de  evolución molecular  apoyan  la  teoría  del multiorigen  de  las  diferentes 










Existe un número  reducido de  serotipos de ECEI,  siendo el más  frecuente  el  serotipo 
O124:H‐ que en España ha causado varios brotes (Nataro y Kaper 1998; Andrade et al. 
2002; Kaper et al. 2004),  y el  serotipo, el O73:H18  responsable de otro brote que ha 
tenido lugar en nuestro país (Blanco et al. 2002).  
El  mecanismo  de  patogénesis  de  los  ECEI  comprende  los  siguientes  pasos:  (1) 
penetración por endocitosis al interior de las células de la mucosa del colon, (2) lisis de 





Esta  secuencia  de  eventos  provoca,  en  la mayoría  de  los  pacientes  afectados,  diarrea 
acuosa y solamente algunos presentan disentería, que se manifiesta con sangre, mucus, 




Hasta principios de  los años ochenta,  las cepas de E. coli  inductoras de diarrea estaban 
clasificadas  en  tres  categorías:  ECET,  ECEI  y  ECEP.  Sin  embargo,  más  tarde  se 
encontraron  cepas  aisladas  de  pacientes  con  diarrea  que  no  se  podían  englobar  en 
ninguno de los tres grupos conocidos hasta entonces. Dichas cepas poseían un patrón de 
adherencia caracterizado por agregación de las bacterias entre sí de manera inespecífica 
en una configuración “en  ladrillo”,  lo que permitió  la diferenciación de un nuevo grupo 
INTRODUCCIÓN 
23 
de  E.  coli  diarreagénicos:  los  E.  coli  enteroagregativos  ECEA  (Nataro  y  Kaper,  1998; 
Okeke y Nataro, 2001). 




con  frecuencia  en  niños  y  adultos  con  diarrea,  que  han  provocado  algunos  brotes 
importantes y que pueden estar implicados en las diarreas crónicas que sufren pacientes 
infectados  por  el  virus  de  la  inmunodeficiencia  humana  (VIH).  Provocan  una  diarrea 
acuosa  mucoide,  pero  se  puede  observar  la  presencia  de  sangre  en  un  número 
significativo  de  muestras  fecales,  a  pesar  de  esto,  son  frecuentes  los  individuos 
portadores asintomáticos (Nataro y Kaper, 1998).  
Las  cepas de  ECEA presentan  fimbrias  (AAF/I  y 
AAF/II)  que  les  permiten  adherirse  de  forma 
agregativa  a  las  células  HEp‐2  y  al  epitelio 
intestinal. Una vez unidas, las cepas provocan un 
aumento de la secreción de moco que conduce a 
la  formación de una biopelícula en  la  superficie 
del intestino delgado en la que quedan atrapadas 
las  bacterias.  Si  examinamos  esta  película 
mucoide  podemos  ver  la  presencia  de  un  gran 
número  de  bacterias  agregadas  y  densamente 
empaquetadas  (Figura 5). Se  cree que  la  formación de  la biopelícula puede  facilitar  la 
colonización  persistente  y,  tal  vez,  una  mala  absorción.  Posteriormente,  la  bacteria 
produce una enterotoxina  termoestable  (EAST1) de 4.100 Da  y una  citotoxina de 108 
kDa  que  pueden  ser  responsables  de  la  diarrea  y  de  las  lesiones  histopatológicas 
(acortamiento de  las microvellosidades o villi). La enterotoxina EAST1 y  los factores de 


















Durante décadas,  los mecanismos de patogenicidad de  los  ECEP  eran desconocidos  y 
solo  podían  ser  identificados mediante  serotipado.  No  obstante,  desde  1979  se  han 





un  grupo  limitado de  serotipos que  se denominaron  E.  coli  enteropatogénicos  (ECEP) 
(Neter et al. 1953a, 1953b, 1955; Neter, 1955). Posteriormente, la OMS reconocería que 
los ECEP englobaban cepas pertenecientes a 12 serogrupos: O26, O55, O86, O111, O114, 
O119, O125, O126, O127, O128, O142 y O158  (OMS, 1987),  también  conocidos  como 
serogrupos clásicos de ECEP. 





por  lo que algunos  investigadores  concluyeron precipitadamente que dichas  cepas no 
eran enteropatógenas. La polémica suscitada fue resuelta por Levine y colaboradores en 
1978  al  demostrar,  tras  la  inoculación  oral  a  voluntarios,  que  las  cepas  ECEP,  no 












La  característica  histopatológica  asociada  con  los  ECEP  y  que  los  define  es  la 
denominada  “attaching  and  effacing”  (A/E)  (adhesión  y  borrado),  la  bacteria  queda 
íntimamente adherida a las células del epitelio intestinal provocando cambios importantes 
en  el  citoesqueleto,  incluyendo  la  acumulación  de  actina  polimerizada  directamente 
debajo de las bacterias adheridas. La reorganización del citoesqueleto altera la morfología 
y fisiología normal de la región apical de las células, lo que lleva al final a la pérdida de las 
microvellosidades  intestinales  y  su  función  (Finlay  et  al.  1992;  Goosney  et  al.  2000). 
Además,  se  forma desde el epitelio  intestinal una estructura  tipo pedestal en  la que  se 
posan las bacterias (Figura 7).  












un  modelo  de  tres  etapas  (adherencia  a  distancia,  transducción  de  señales  e  íntima 
adherencia),  en  el  que  aparecen múltiples  pasos  en  la  producción  de  la  lesión A/E.  La 
adherencia es un proceso fundamental en la patogénesis y en ella se pueden distinguir dos 





secreción  tipo  III  (T3SS),  reguladores,  translocadores,  chaperones  y moléculas  efectoras 
que  alteran  diversos  procesos  celulares  (Garmendia  et  al.  2005).  La  isla  LEE  también 
codifica para una proteína de la membrana externa de 94 kDa denominada intimina, que 






El  gen  eae,  tiene  una  región  C‐terminal  (3´)  altamente  variable  (280  aminoácidos)  que 
codifica para la parte de la proteína que interacciona directamente con el receptor Tir. Por 
el  contrario,  la  región  N‐terminal  es muy  conservada,  ello  favorece  enormemente  los 





ζ2, ζ3, ν, η1, η2, θ1, θ2,  ι1A,  ι1B,  ι1C,  ι2, υ, κ, λ, μ, ο, π, τ, ρ y σ (Adu‐Bobie et al. 1998; 
Oswald et al. 2000; Tarr y Whittam, 2002; Zhang et al. 2002; Blanco M. et al. 2003a,2004b, 
2005, 2006a ; Garrido et al. 2006; Mora et al. 2009a; Horcajo et al. 2012). La diferenciación 




isla  de  patogenicidad  LEE. Algunas  cepas  de  ECEP  poseen  un  plásmido  de  70‐100  kb 
denominado  pEAF  (EPEC  adherence  factor)  (Tobe  et  al.  1999).  Este plásmido  codifica 
para un pilus tipo  IV denominado BFP  (Bundle‐forming pilus) que es el responsable de 
mediar  la  adherencia  entre  bacterias  y  la  adherencia  de  las  bacterias  a  las  células 
epiteliales  (Giron  et  al.  1991).  También  contiene  el  locus  per  (plasmid‐encoded 
regulator), cuyos productos regulan el operón bfp y la mayoría de los genes de la isla LEE 
mediante el Ler (LEE encoded regulator) (Kaper et al. 2004).  








al.  2009;  Blanco M.  et  al.  2006a,  2006b).  En  cuanto  al  genotipo,  las  cepas  de  ECEPa 
presentan con mayor  frecuencia genes de virulencia de otros patotipos diarreagénicos 
en  relación  con  los ECEPt  (Trabulsi  et al. 2002; Vieira  et al. 2001; Beutin  et al. 2005; 
Scaletsky  et al. 2009; Horcajo et al. 2012),  lo que da una  idea de  su heterogeneidad. 
Gomes  y  colaboradores  (2004)  demostraron  que  las  cepas  ECEPa  pertenecientes  a 






al.  1983;  Gomes  et  al.  1991;  Trabulsi  et  al.  2002),  existen  datos  controvertidos  con 
respecto a la asociación epidemiológica de los ECEPa como agentes causales de diarrea. 
Algunos  estudios  epidemiológicos  sugieren  una  creciente  identificación  de  ECEPa  en 
casos de diarrea, tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo  (Trabulsi et 
al. 2002), y aunque algunos estudios han demostrado  la asociación entre este  tipo de 
cepas y  la diarrea  infantil (Araujo et al. 2007), otros describen  los ECEPa como agentes 
de diarrea persistente  (Afset  et  al.  2004; Nguyen  et  al.  2006).  La detección de  cepas 
ECEPa en pacientes con diarrea de distintos rangos de edad y en pacientes con SIDA es 
indicativo  de  que  algunas  cepas  ECEPa  con  ciertas  combinaciones  genéticas  actúan 
como verdaderos enteropatógenos  (Gassama‐Sow et al. 2004; Gomes et al. 2004). En 
diferentes países se han descrito además brotes en  los que aparecen  implicados como 








































O51:H‐  (1),  O51:H19  (1),  O51:H49  (2),  O80:H26  (1),  O103:H‐  (2),  O115:H8  (2), 





γ2/ϴ  16  O2:H40 (1), O5:H11 (1), O10:H‐ (2), O11:H25 (1), O51:H40 (2), O71:H40 (2), O76:H7 (1), O103:H40 (1), O111:H25 (1), O117:H40 (1), O153:H‐ (1), O159:H4 (1), ONT:H‐ (1) 









En  un  segundo  estudio  realizado  en  el  periodo  2005‐2013  se  detectó  un  incremento 
significativo de las infecciones causadas por los ECEP, pasando los ECEPt de un 0,2% a un 























α2  11  O5:H6 (1), O20:H6 (1), O63:H6 (4), O101:H‐ (1), O132:H5 (2), O132:H34 (2) 
β1  47 
O1:H7 (1), O2:H16 (1), O8:H11 (1), O8:H19 (1), O11:H16 (1), O15:H2 (7), O15 (3), O18:H7 (1), 





O3:H4  (1), O33:H6  (1), O56:H6  (1), O56:H‐ (1), O110:H10  (1), O112:H15  (1), O113:H6  (3), 
O121:H19 (1), O137:H6  (3), O139:H19  (1), O168:H‐  (1), O178:H6  (1), O184 (1), ONT:H4  (1), 
ONT:H6 (5), ONT:H8 (1), ONT :H9 (1), ONT:HNT (1) 
β3  2  O128:H‐ (1), ONT:H4 (1)
δ/κ  7  O2:H45 (1), O5:H49 (1), O49:H10 (1), O49:H‐ (2), O85:H8 (1), ONT:H4 (1) 
γ1  21  O55:H7 (3), O145:H28 (3), O145:H‐ (8), O145 (1), O157:H7 (3), ONT:H‐ (1), ONT:HNT (2) 
γ2/ϴ  33 
O2:H40 (7), O10:H‐ (1), O15:H7 (1), O64:H40 (1), O71:H1,H12 (1), O98:H‐ (1), O103:H40 (1), 
O117:H11  (1),  O117:H40  (1),  O127:H40  (3),  O146:H28  (1),  O153:H31  (1),  O153:H40  (1), 
O156:H4  (1), O156:H8  (3), O162:H‐  (1), O174  (1), ONT:H11  (1), ONT:H23  (1), ONT:H40  (1), 
ONT:H‐ (3)  
ε1  11  O1:H40 (1), O18:H16 (1), O26:H2 (1), O26:H11 (1), O113:H‐ (1), O123:H45 (1), O153:H11 (1), O157:H16 (1), O171:H19 (1), ONT:H40 (1), ONT:H45 (1)  
ε3  3  O85:H43 (1), O181:H‐ (1), ONT:H‐ (1)
ε4  1  O109:H‐ (1)




ξB  7  O2:H6 (1), O4:H‐ (1), O6:H16 (1), O80:H2 (4) 





Los  ECEP  también  están  implicados  en  procesos  diarreicos  en  los  animales.  Son 
patógenos  importantes  en  las  explotaciones  producción  cunícola,  en  las  que  causan 
graves  pérdidas  económicas  (Peeters,  1993;  Blanco  J.E  et  al.  1996a;  Blanco M.  et  al. 
1997c).  Las  características de  las  cepas  ECEP  aisladas de  conejos  son diferentes  a  las 
implicadas  en  patología  humana  y  pertenecen  a  un  número  limitado  de  serotipos, 
siendo  el  O109:H2  el  detectado  principalmente  en  cepas  aisladas  de  gazapos,  y 







El  reservorio  principal  de  las  cepas  de  ECEPt  es  fundamentalmente  el  ser  humano, 
mientras que en raras ocasiones se aíslan de animales (Trabulsi et al. 2002; Hernandes 
et  al.  2009).  Por  el  contrario,  las  cepas  de  ECEPa  están  presentes  tanto  en  humanos 
(Goffaux et al. 2000; Trabulsi et al. 2002; Beutin et al. 2003; Aktan et al. 2004) como en 















Aunque  no  existe  la  evidencia  certera  de  transmisión  directa  entre  animales  y  el 
hombre,  sí  existen  numerosos  estudios  que  apoyan  esta  hipótesis,  al  demostrar  que 
algunas  cepas  ECEPa  de  origen  humano  y  animal  no  solo  comparten 
serogrupos/serotipos (Aktan et al. 2004; Blanco M. et al. 2005; Leomil et al. 2005; Yuste 
et al. 2006; Horcajo et al. 2012), sino también marcadores de virulencia como los genes 










Desde  que  fueron  descubiertos  por  Konowalchuk  y  colaboradores  en  1977,  los  E.  coli 
verotoxigénicos se han convertido en una de las principales causas de colitis hemorrágica 
(CH)  y  síndrome  urémico  hemolítico  (SUH)  en  el  hombre. Desde  entonces  se  ha  visto 
incrementada  su  incidencia  hasta  situarse  actualmente  entre  los  principales  agentes 
infecciosos  responsables  de  gastroenteritis  (Slusker  et  al.  1997;  Andreoli  et  al.  2002; 
Blanco J.E. et al. 2004; CDC, 2006).  
Además  de  CH  y  SUH,  los  ECVT  pueden  provocar  en  seres  humanos  dolencias  como 











de  CH  que  afectaron  a  47  personas  que  habían  comido  en  diversos  restaurantes  de 






A  pesar  de  que  las  cepas  ECVT  causantes  de  infecciones  y  enfermedades  en  humanos 
pertenecen a un gran número de serotipos O:H,  la mayor parte de  los brotes y de casos 
esporádicos de CH se atribuyen a cepas del serotipo O157:H7. De hecho, este serotipo 
provocó el 65,7% de  los casos confirmados de  infecciones en humanos por ECVT en  la 
UE  entre  los  años  2007  y  2010  (EFSA/ECDC,  2012).  Sin  embargo,  existen  otros 
serogrupos  considerados  también  altamente  virulentos,  ya  que  han  sido  reportados 
frecuentemente en  infecciones humanas  (O26, O45, O103, O104, O111, O121, O145 y 
O157). Cabe destacar el O26:H11, considerado el segundo ECVT de mayor  importancia 
por detrás del O157:H7, y que provocó en  la UE el 18,6% de  los casos de  infección por 
este  tipo de bacterias en  el periodo 2007‐2010  (EFSA/ECDC, 2012). Por  todo esto,  se 
suele clasificar a los ECVT en O157 y no O157. 
En el año 2003 Karmali y colaboradores propusieron clasificar  las cepas ECVT en cinco 





serotipos  incluidos  originalmente  por  Karmali  (Tabla  12)  (Brooks,  2005;  EFSA,  2009, 





















O157:H7  (no  fermentadoras  de  sorbitol)  y  O157:H‐ (H‐=no 






Incluye  serotipos  que  han  causado  brotes  ocasionales  y  son 









El  seropatotipo  C  incluye  serotipos  no  responsables  de  brotes 












El  seropatotipo D  incluye  serotipos no  responsables de brotes  y 
que nunca se han asociado con HUS, pero que sí se han aislado de 







































Además de  las verotoxinas,  los ECVT pueden portar otros factores de virulencia, como  la 
isla  de  patogenicidad  LEE  que  codifica  un  sistema  de  secreción  tipo  III;  y  proteínas 
efectoras que son homólogas a  las producidas por ECEP, como  las  intiminas  codificadas 
por el gen eae que les confiere la capacidad de producir la lesión A/E. La enterohemolisina 
o enterohemorrhagic E. coli hemolysin (E‐Hly o EHEC‐hemolysin) (Jerse et al. 1990; Barret 







glomerulares  endoteliales  humanas  (Amaral  et  al.  2013).  Recientemente,  se  ha 
confirmado  que debe  ser  considerado  como marcador  de  virulencia,  especialmente  en 
cepas de ECVT responsables de infección alimentarias (Funk et al. 2013). Estos factores de 
virulencia  (E‐Hly,  Saa  y  SubAB),  se  encuentran  codificados  en  el  plásmido  pO113.  Por 
último, otro factor de virulencia a tener en cuenta es el gen stcE, que juega un papel crítico 
en  la  colonización  desenmascarando  proteolíticamente  la  superficie  de  la  célula  del 









donde  forman  parte  de  la  microbiota  intestinal,  comportándose  como  cepas 
comensales.  Multitud  de  estudios  han  puesto  de manifiesto  que  el  ganado  bovino, 
principalmente,  siguiéndole  en  importancia  el  ovino  y  caprino,  albergan  en  su 
microbiota  intestinal  cepas  de  ECVT, muchas  de  las  cuales  pertenecen  a  los mismos 
serotipos que  las  cepas  causantes de  infecciones en  seres humanos  (Armstrong et al. 
1996; Bettelheim, 2000; Avery  et al.  2004; Djordjevic  et  al. 2004; Padola  et al. 2004; 
Blanco M. et al. 1993, 1994, 2003b, 2004b, 2004c, 2005; Blanco et al. 2001, 2003; Cortés 
et al. 2005; Hornitzky et al. 2005; Irino et al. 2005; la Regione et al. 2005; Liebana et al. 
2005;  Sheng  et  al.  2005;  Timm  et  al.  2007).  Incluso,  estudios  en  Canadá  y  Francia 





semanas hasta  incluso  años.  Es necesario  resaltar que  la  ecología de  los  ECVT  en  las 
granjas  es  aún  bastante  desconocida,  así  como  las  causas  que  provocan  el  aumento 
drástico de animales colonizados y la reducción posterior hasta la desaparición total de 
portadores  en  una  determinada  granja  (Armstrong  et  al.  1996;  Blanco  et  al.  2001; 
Hancock et al. 2001).  
La prevalencia de  los ECVT, en general,  también es muy variable. Existen dos  factores 
principales  para  esta  variabilidad,  primero  la  estacionalidad,  ya  que  está  demostrado 
que entre  finales de  verano  y principios de otoño  aparece un pico de prevalencia de 
ECVT en ganado (Elder et al. 2000); y en segundo lugar, la ubicación geográfica. Estudios 









analizamos  los  países  individualmente,  vemos  grandes  diferencias  entre  ellos.  Por 
ejemplo, para el mismo periodo  (2012) Austria  reportó una prevalencia del 32,1% de 
















prevalencia  variaba  entre  el  0%  y  el  10,8%,  y  tan  solo Alemania  detectó  ECVT O157, 
aunque a niveles muy bajos, variando entre el 0,1% y el 0,6% (EFSA/ECDC, 2012). 
Fuera  del  continente  europeo,  la  prevalencia  de  los  ECVT  O157  parece mantenerse 
también en niveles muy bajos: en  Japón 1,4%  (Nakazawa et al. 1999) y en EE.UU. 2% 
(Feder et al. 2003). La baja prevalencia observada en estos estudios podría ser resultado 












pero  sí  vectores potenciales de  su diseminación  (Caprioli  et  al.  2005).  Las palomas  sí 
parecen  ser un  reservorio natural para una variedad particular de ECVT, portadora en 
concreto del subtipo de verotoxina VT2f (Schmidt et al. 2000). 










pavos  (Heuvelink  et  al.  1999).  También  se  han  encontrado  cepas  de  ECVT  O157  en 
gallinas ponedoras (Schouten et al. 2005; Dipineto et al. 2006).  
En cuanto al papel de la fauna silvestre como reservorio de cepas de ECVT, destacar que 
en  un  estudio  realizado  en  Galicia  en  el  que  se  analizaron muestras  fecales  de  179 
corzos, 262  jabalíes y 260 zorros, se aislaron cepas ECVT no O157 en el 52,5%, 8,4% y 
1,9% de las mismas respectivamente, y solo se aislaron cepas ECVT O157 en el 0,56% de 
los  corzos  y  0,38%  de  los  jabalíes.  Globalmente,  el  40%  de  los  animales  silvestres 
muestreados  portaban  cepas  ECVT  que  compartían  un  perfil  similar  a  las  aisladas  de 
INTRODUCCIÓN 
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pacientes  humanos  en  cuanto  a  la  combinación  de  serotipo,  filogrupo,  perfil  de 
virulencia,  tipo  de  intimina  y  subtipo  de  verotoxina.  Además,  las  cepas  aisladas  de 
animales silvestres de los serotipos O5:HNM‐A, O26:[H11]‐B1, O76:H19‐B1, O145:[H28]‐
D, O146:H21‐B1 y O157:H7‐D mostraron perfiles de PFGE con una similitud superior al 
85%  con  cepas  de  ECVT  humanas,  confirmando  que,  aunque  no  sean  reservorio 










expresión  de  los  genes  de  las  verotoxinas  in  vivo  (Zhang  et  al.  2000).  Sin  embargo, 
algunos  estudios  sugieren  que  algunos  antibióticos,  si  se  administran  en  fases 




A  pesar  de  que  la  terapia  antimicrobiana  no  es  la  herramienta  primaria  para  el 
tratamiento de  las  infecciones por ECVT, y que  inicialmente  los estudios  indicaban que 
las  cepas  ECVT  O157  eran  sensibles  a  muchos  antibióticos  (Griffin  y  Tauxe,  1991; 
Izumikawa  et  al.  1998;  Schmidt  et  al.  1998),  investigaciones  posteriores  han  ido 








(en  su mayoría  con  cuadros  diarreagénicos),  ganado  vacuno  y  ovino  sanos,  y  carne 
picada  de  vacuno.  Como  resultado  encontraron  un  nivel  de  resistencia  similar  (41%) 
entre las cepas ECVT O157 (58/141) y las no O157 (240/581) frente a al menos 1 de los 
antimicrobianos analizados. Globalmente,  los porcentajes de resistencias más elevados 
fueron  frente al  sulfisoxazole  (36%),  tetraciclina  (32%), ampicilina  (10%),  trimetroprim 
(8%),  cotrimoxazole  (8%),  cloranfenicol  (7%),  kanamicina  (7%),  piperacilina  (6%)  y 
neomicina  (5%).  El  7%  de  las  cepas  ECVT O157  y  el  12%  de  las  no O157 mostraron 
multirresistencia  a  5  o más  antimicrobianos,  y  el  perfil  de  resistencia múltiple más 
común  fue  estreptomicina‐sulfisoxazole‐tetraciclina.  La  mayoría  de  las  cepas 
multirresistentes a 5 o más antimicrobianos pertenecían a los serotipos O4:H4, O8:H21, 
O20:H19,  O26:H11,  O111:HNM,  O118:HNM,  O118:H16,  O128:HNM,  O145:H8, 
O145:HNM, O157:H7, O171:H25, O177:H11, ONT:HNM y ONT:H21. En este estudio  se 
encontró, además, un mayor nivel de resistencias a numerosos antibióticos (ampicilina, 




ampicilina,  amoxicilina+ácido  clavulánico,  piperacilina,  cefalotina,  estreptomicina, 
kanamicina, neomicina, cloranfenicol, trimetoprim y cotrimoxazole. 
En general,  los datos obtenidos en el estudio plantearon  importantes  interrogantes en 
cuanto al potencial  impacto del uso antibiótico en animales y sobre  la posible entrada 
de  patógenos  resistentes  en  la  cadena  alimentaria.  Debido  a  que  los  principales 
antibióticos  implicados  en  las  resistencias  detectados  eran,  presumiblemente,  de  uso 
veterinario,  y  que  el  ganado  vacuno  constituye  un  importante  reservorio  de  ECVT 








uso  indebido  de  antimicrobianos  en  medicina  veterinaria  (Schroeder  et  al.  2002a, 
2002b; Rajkhowa y Sarma, 2014). 




mayores  niveles  de  resistencia  fueron  frente  a  la  tetraciclina  (100%),  estreptomicina 







Hasta el momento son pocos  los estudios que han  informado de  la presencia de cepas 




et al. 2014),  además de  la  cepa  ECVT‐ECEA O104:H4 CTX‐M‐15  implicada  en  el brote 
alemán  de  2011  (Frank  et  al.  2011);  pero  no  cabe  duda  de  que  el  escenario  está 
cambiando.  Ishii  y  colaboradores  (2005)  describieron  por  primera  vez  este  tipo  de 
enzimas en una cepa O26:H11 VT1 aislada de una muestra de diarrea de una niña de 9 
años en Japón, en  junio de 2004 y que, por secuenciación, fue tipificada como CTX‐M‐
18.  Torpdahl  y  colaboradores  (2013)  reportaron  el  primer  caso  de  ECVT  O157  BLEE 
aislado de un caso de diarrea sanguinolenta de una niña de 2 años que había visitado 
una granja. La cepa resultó ser portadora de los genes blaTEM‐104 y blaCTX‐M‐28.  
En  el  caso  de  cepas  ECVT  productoras  de  BLEE  de  origen  animal,  todavía  son más 






En  cuanto  a  las  cepas  ECVT  aisladas  de  alimentos,  pocos  estudios  han  analizado  en 
profundidad  los  perfiles  moleculares  de  resistencia  de  cepas  con  este  origen. 





mayor  nivel  de  resistencia  detectado  fue  a  la  kanamicina  (96,8%),  seguido  de  la 
espectinomicina  (93,6%),  ampicilina  (90,3%),  estreptomicina  (87,1%)  y  tetraciclina 
(80,6%).  Se  detectaron  genes  codificadores  de  β‐lactamasas  en  el  63%  de  las  cepas 









y  sedimentos  (Savageaus,  1983).  También  puede  actuar  como  patógeno  extra  e 
intraintestinal en humanos y muchas otras especies animales  (Kaper et al. 2004). Esta 
diversidad  de  hábitats  es  debida  a  la  gran  plasticidad  de  su  genoma,  que  presenta 
pérdida  y  ganancia  de  genes  a  través  de  transferencia  horizontal  (Rasko  et  al.  2008; 
Touchon et al. 2009). Esta especie posee un core genome de menos de 2.000 genes, sin 
embargo, en  su  repertorio genético  se encuentran más de 10.000 genes  (Rasco et al. 





la  población  de  esta  especie  parece  casi  clonal  debido  a  la  existencia  de  clones 
ampliamente  diseminados  y  prevalentes  entre  las  cepas  patógenas  (Touchon  et  al. 
2009), con la clara definición de, por lo menos, 6 grupos filogenéticos principales (A, B1, 
B2, D, E y F)  (Jaureguy et al. 2008). Se ha demostrado que  los antecedentes genéticos 
juegan  un  papel  en  la  adquisición,  retención  y  expresión  de  ADN  foráneo  (Escobar‐
Paramo et al. 2004). 
Diferentes  estudios  señalan  que  los  patotipos  de  E.  coli  se  distribuyen  en  grupos 
filogenéticos  concretos. Así,  el  grupo de  los  ExPEC  incluye  cepas pertenecientes  a  los 
filogrupos B2 y D;  los diarreagénicos normalmente muestran  los filogrupos A, B1 y D; y 





De todos  los grupos de E. coli patógenos cabe destacar, por su gran  importancia en  las 
infecciones de origen alimentario y por ser considerados como patógenos emergentes 




cárnicos  de  origen  bovino  mal  cocinados  (CDC,  2007b,  2008,  2009a,  2009c,  2010a, 
2011a,  2014a),  también  aparecen  implicados  otros  alimentos  como:  alimentos 
precocinados  y  congelados  (CDC,  2007a,  2009b,  2013c),  lechugas  (Söderström  et  al. 
2005;  CDC,  2010b,  2010d,  2012a),  quesos  (CDC,  2010c),  frutos  secos  (CDC,  2011b), 
brotes (CDC, 2011c, 2012c, 2014b), espinacas (CDC, 2006, 2012b), ensaladas  listas para 
el consumo (Bolduc et al. 2004; CDC, 2013b), sidra no pasteurizada (Vojdani et al. 2008), 







Como  hemos  indicado  en  apartados  anteriores,  está  claramente  demostrado  que  los 
rumiantes son el reservorio principal de los ECVT, fundamentalmente el ganado bovino, 
siguiéndole en  importancia el ovino y caprino. La materia  fecal de rumiantes está, por 
tanto,  claramente  reconocida  como  la  fuente  de  origen  de  un  gran  porcentaje  de 
infecciones humanas por ECVT,  siendo el origen del  ciclo de  transmisión de  los ECVT. 
Ésta  puede  contaminar  la  carne  durante  el  sacrificio  en  matadero,  llegando  a  las 
superficies de  las  canales  cepas de  E.  coli procedentes de  la microbiota  intestinal del 
animal,  lo mismo ocurre durante el ordeño, contaminándose casi siempre  la  leche con 
bacterias  intestinales. Además,  es muy  importante  tener  en  cuenta  que  en  el medio 
ambiente,  tanto  en  el  agua  como  en  el  suelo,  las  heces  bovinas pueden permanecer 
infectivas durante varios meses, y el hecho de que éstas sean arrastradas por corrientes 
de agua, tiene  importantes  implicaciones para su diseminación en cultivos mediante  la 
























humanos, por  tanto, pueden  infectarse a  través del contacto directo con una persona 



























(Tuttle et al. 1999), por  lo que esta baja dosis para ECVT  implica que  la diseminación 
persona‐persona  es  común,  una  vez  producida  la  infección  primaria  (Parry  y  Salmon, 
1998; Locking et al. 2011). 
Los  ECVT  están  implicados  tanto  en  infecciones  esporádicas  como  en  infecciones 
epidémicas.  Mientras  que  los  pequeños  brotes  debidos  a  la  diseminación  persona‐
persona ocurren fundamentalmente en centros del tipo escuelas infantiles (Rangel et al. 
2005; Wahl et al. 2011),  los grandes brotes están asociados en  la mayoría de  los casos 
con  la transmisión por alimentos (Michino et al. 1999; Buchholz et al. 2011; Herman et 
al. 2015)  y el  contacto  con  rumiantes,  como es el  caso de granjas abiertas al público 
(Willshaw et al. 2003; Ihekweazu et al. 2012). 
La mayoría de las infecciones notificadas por ECVT afectan a niños (Willshaw et al. 2001; 
Carroll  et  al.  2005;  Vally  et  al.  2012;  Byrne  et  al.  2015).  Si  bien  es  cierto  que  los 
resultados  suelen  estar  sesgados,  puesto  que  acuden  antes  a  un  centro  primario  los 
niños  con  procesos  intestinales  que  los  adultos,  y  tienen más  probabilidades  de  una 
toma  de  muestra  para  aislamiento.  En  todo  caso,  existen  factores  que  hacen  más 
susceptibles  a  los  niños  a  la  infección,  como  es  la  facilidad  de  transmisión  persona‐
persona  en  las  escuelas  infantiles  por  el  estrecho  contacto  entre  ellos  (Rangel  et  al. 
2005; Wahl et al. 2011);  también  la exposición ambiental al patógeno es un  factor de 





Algunos  estudios describen diferencias de prevalencia  en  adultos  ligadas  al  sexo,  con 
valores superiores en  las mujeres  (Schimmer et al. 2008; Frank et al. 2011; Vally et al. 
2012; Vrbova et al. 2012). Las hipótesis para esta correlación no están bien establecidas, 
sugiriéndose  desde  factores  ligados  al  hospedador  femenino  que  favoreciesen  el 




La  distribución  geográfica  de  las  infecciones  por  ECVT  en  distintos  países  es  muy 
heterogénea.  Destaca  el  hecho  de  que  dentro  de  la  latitud  norte,  las  regiones más 
septentrionales  presentan  una  mayor  incidencia  de  casos.  Este  fenómeno  se  ha 
observado tanto en EE.UU. (Sodha et al. 2015) y Canadá (Waters et al. 1994), como en el 
continente  europeo,  donde  la  incidencia  es  mayor  en  países  como  Alemania  y 
Dinamarca en relación con los datos de España e Italia (Caprioli y Tozzi, 1998). Incluso el 
Reino  Unido  e  Irlanda  presentan  esta  diferencia,  de  manera  que  Irlanda  y  Escocia 
reportan niveles de infección superiores al doble de los de Inglaterra (Carroll et al. 2005; 




Rivero  et  al.  2012).  Lo mismo  ocurre  con  el  continente  africano  (Effler  et  al.  2001). 
Globalmente,  los  datos  indican  un  mayor  número  de  casos  de  infección  por  ECVT 
asociados  a  entornos  rurales,  con  una  incidencia  de  hasta  4  veces  superior  para  las 
personas de hábitat rural con respecto a poblaciones urbanas  (Byrne et al. 2015). Este 
hecho  estaría  relacionado  con  la  actividad  de  cría  de  rumiantes  y,  por  tanto,  con  el 
contacto con la ganadería (Carroll et al. 2005; Strachan et al. 2006).  
Los  estudios  llevados  a  cabo  en  distintos  países  (Alemania,  Austria,  EE.UU.,  Canadá, 
Escocia, Australia, Argentina) demuestran  la estacionalidad de  las  infecciones por ECVT 




2005; Rivero  et al. 2012;  Sodha  et al. 2015).  Las  infecciones por  ECVT no O157  y  los 
brotes  también muestran un patrón de estacionalidad  (Ostroff et al. 1989; Gillespie et 
al. 2003; Buvens et al. 2012; Devaux et al. 2015).  
Uno de  los  factores  relacionados con  la estacionalidad de  los casos en seres humanos 
sería  el  hecho  de  que  el  ganado  vacuno,  principal  reservorio  de  los  ECVT,  presenta 
también  un  patrón  de  eliminación  de  esta  bacteria  en  heces  que  se  incrementa  en 
verano y primera parte del otoño, tanto en el caso de ECVT O157 (Hanckock et al. 1997) 
como no O157 (Menrath et al. 2010). 
El  ECVT  O157  sigue  siendo  el  serogrupo más  identificado  en  pacientes  humanos  en 
algunos  países,  tanto  en  casos  esporádicos  como  en  brotes  (Thomas  et  al.  1996; 
Willshaw  et  al.  2001;  Byrne  et  al.  2015).  Sin  embargo,  los  países  que  hacen  un 




clínicos  graves  en  humanos.  La  diarrea  severa,  especialmente  la  CH  y  el  SUH  están 
estrechamente  relacionados con  tipos de ECVT portadores del gen eae de  la  intimina. 
Por el contrario, otros serotipos de ECVT no O157, negativos para el gen eae, raramente 
se han visto  implicados en brotes graves y  se han encontrado  con más  frecuencia en 
portadores asintomáticos o en casos leves de diarrea. Sin embargo, la producción de la 
intimina no es esencial para la patogénesis, ya que un número de casos esporádicos de 




frecuentemente aislados  coinciden  con  los  relacionados  con brotes  (Tabla 13). Además, 





































Serotipo  Grupo Filogenético  Seropatotipo  Intimina 
O5:H‐  A  C  β1 
O26:H11  B1  B  β1 
O103:H2  B1  B  ε1 
O111:H8  B1  B  θ 
O113:H21  B1  C  ‐ 
O118:H16  B1  C  β1 
O145:H‐  D  B  γ1 
O146:H21  B1  D  ‐ 
O157:H7  D  A  γ1 
El CDC estima que aproximadamente un tercio de  las  infecciones provocadas por ECVT 
en EE.UU., son consecuencia de serotipos no O157 (Kaspar et al. 2010). Algunos estudios 
apuntan  a  que  los  ECVT  no  O157  puede  causar  diarrea  en  ese  país  con  la  misma 
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frecuencia  que  los  ECVT  O157,  pero  que  sin  embargo,  su  identificación  es  menos 
frecuente en casos de patologías severas, como el SUH. 
El CDC publicó en 2013  los datos de  incidencia de  Infecciones por ECVT confirmadas y 
reportadas en  los EE.UU. durante el periodo 1996‐2011, donde se aprecia un aumento 
significativo  del  número  de  infecciones  por  ECVT  no  O157  desde  el  año  2004  (CDC, 




de  infecciones  por  ECVT  no  O157  en  ambos  informes,  existen  indicios  de  que,  en 












En  lo que respecta a  la virulencia,  las patologías causadas por ECVT no O157 tienden a 
ser menos severas que aquellas causadas por ECVT O157  (Gould, 2009). EL CDC estima 
que tan solo el 12,8% de los pacientes infectados por no O157 requieren hospitalización 
frente  al  46,2%  de  los  pacientes  infectados  por O157. De  igual manera,  el  índice  de 
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SUH Muertes Vía de transmisión País Cepa Referencia








2000 2.300 27 7 Agua  de  bebida Canada O157:H7 Hrudey et al . 2003
2012 1.642 ‐ ‐ Rábano, (kimchi ) Corea O169 Hu et al. 2013
1999 >1.000 11 2 Agua  de  pozo EE.UU. O157:H7 Charatan, 1999
2000 788 4 1
Carne  de  vacuno, contaminación 





1992‐1993 >700 37 3 Hamburguer (Jack in the  Box) EE.UU. O157:H7
Bel l  et al.  1994; Brandt et al. 
1994; Davis , 1994;Tuttle  et al . 
1999
1995 633 2 0 Agua  de  gri fo Escocia O157:H7 Jones  et al . 1996
1991 521 22 2 Carne  picada Canada O157:H7 Orr et al . 1994
1996‐1997 512 17 Carne Escocia O157:H7 Cowden et al . 2001
1996 503 34 20 Carne Escocia O157:H7 Pennington, 1998
2008 341 25 1 Comida  de  restaurante EE.UU. O111:HNM
Oklahoma  State  Dept of 
Health, 2009
1997 332 1 0 Comida  de  restaurante Reino Unido O157:H7 Anónimo, 1997
1999 329 Carne  de  vacuno EE.UU. O157:H7 Depto. de  Sa lud de  I l l inois , 
1999
1990 243 2 4 Agua  de  pozo EE.UU. O157:H7 Swerdlow et atl.  1992
1991 234 Desconocido Japón O111:H‐ Banatvala et al.  1996
2004 213 Sidra  no pasteuri zada EE.UU. O111 Vojdani  et al. 2008
2000 >200 6 0
Salchichas  (Catering de  un 
colegio)
España O157:H7 Muniesa  et al.  2003
2011 181 ‐ 0 Carne  cruda Japón O111
National  Insti tute  of 
Infectius  Diseases , Japan
1999 159 Animales ‐Zoo Canada O157:H7 Warshawsky et al.  2002
2005 157 2 1 Carne Reino Unido O157:H7 Salmon, 2005
1998 157 4 Agua  de  gri fo EE.UU. O157:H7 Olsen et al . 2002
1999 143 6 0 Salami Canada O157:H7 MacDonald et al.  2004
2007 135 ‐ 0 Queso pasteurizado EE.UU. O26 CDC, 2013a
1996 131 0 0 Ensa ladas Japón O118:H2 Hashimoto et al . 1999
1999 127 14 2 Agua  de  pozo EE.UU. O157:H7
Novel lo, 1999; New York State, 
Dept of Heal th, 2000
2005 120 7 0 Lechuga Suecia O157:H7 Söderström et al.  2005
1999 114 3 Leche  pasteurizada Reino Unido O157:H7 Goh et al. 2002
1995‐1996 110 29 0 Desconocido Suecia O157:H7 Ziese  et al. 1996
2002 109 0 2 Ensa ladas Canada O157:H7 Bolduc et al. 2004
1997 108 4 0 Brotes  de  a l fa l fa EE.UU. O157:H7 Como‐Sabetti  et al. 1997
2004 108 15 Animales ‐Zoo EE.UU. O157:H7 Davies  et al. 2005
2004 107 0 0 Carne Japón O111:HNM Kato et al . 2005
2000 102 Agua  de  bebida EE.UU. O111 Lee  et al. 2002
2000 102 Agua  de  riego EE.UU. O157:H7 Lee  et al. 2002
1994 >100 9 1 Leche  pasteurizada Escocia O157:H7 Upton et al. 1994

























de  Byrne  y  colaboradores  (2015),  se  analizaron  3.717  casos  de  infección  por  ECVT 
ocurridos entre 2009  y 2012, de  los  cuales 91 estaban  asociados  a  turistas que habían 




















































































2012  Sin especificar  O111  2 (sin especificar) 
 




casos), pertenecen a un número  limitado de  serogrupos  (6  serogrupos distintos)  (Tabla 
16), entre los que destaca el O111 con un 16,2%; por el contrario, las cepas ECVT no O157 
responsables de brotes  pequeños  (<100  casos), pertenecen  a un  grupo más  amplio de 






  Área  Periodo  Total  O157  no O157 
Grandes brotes (>100 casos)  Mundial  1982‐2010  34  70,6%  29,4% 
Pequeños brotes (<100 casos)  Mundial  1982‐2010  253  70,8%  29,2% 
Casos aislados 
EE.UU.  2013  1.113  49,6%  50,4% 







ECVT  O157  están  claramente  relacionados  con  el  consumo  de  carne  y  agua.  Estas 
diferencias pueden ser debidas, en parte, a que  los métodos analíticos disponibles para 










equipo  del mismo  instituto  se  desplazó  a  Hamburgo  para  ayudar  en  las  labores  de 
investigación. Rápidamente se dieron cuenta de la magnitud del brote, ya que el número 
de casos era muy superior al pensado, y también había casos en adultos y en otras zonas 
de  Alemania,  especialmente  en  el  área  del  norte.  Inmediatamente  se  inició  una 
investigación  a  todos  los  niveles,  de  salud  pública  y  de  seguridad  alimentaria,  para 
identificar la causa del brote y poder así prevenir futuras infecciones (Frank et al. 2011). 























En  total  se  reportaron 3.816  casos de  infección en  seres humanos, de  los  cuales 845 
(22%) desarrollaron SUH y 36 fallecieron  (4,2%) y 2.971 casos de gastroenteritis de  los 
que  18  fallecieron  (0,6%).  En  total  perdieron  la  vida  54  personas  (Frank  et  al.  2011; 
ECDC,  2013).  Casi  simultáneamente  se  produjo  otro  brote mucho más  pequeño  en 
Burdeos (Francia), con 15 casos de diarrea sanguinolenta, de los cuales 9 progresaron a 





casos  de  diarrea/CH,  incluidos  los  9  casos  de  SUH  del  brote  de  Francia  y  2  casos 
esporádicos  en  España.  Además,  también  se  detectaron  algunos  casos  en  EE.UU.  y 




Hamburgo,  cometieron  un  grave  error  al  acusar  precipitadamente  a  los  pepinos 




a España  como origen del brote, antes de que el  Laboratorio de Referencia de E.  coli 
para  alimentos  alemán  determinase  el  serotipo  de  la  cepa  aislada  de  los  pepinos 
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españoles.  Inmediatamente  después  de  las  acusaciones  de  las  autoridades  alemanas 
contra  los  pepinos  de  origen  español,  el  LREC  realizó  un  análisis  de  los  mismos 
demostrando  la  ausencia de  la  cepa  ECVT‐ECEA O104:H4  en  las muestras de pepinos 
producidos en Andalucía, señalados errónea e injustificadamente como sospechosos de 
ser el vehículo del brote alemán (Mora et al. 2011b, Blanco, 2012).  
Posteriormente,  se  comprobaría  que  la  cepa  encontrada  en  los  pepinos  andaluces 
pertenecía a otro serotipo (O8:H19)  incluido en el seropatotipo E (cepas de bajo riesgo 
según  la  clasificación  de  Karmali  y  colaboradores,  2003).  Finalmente,  la  Comisión 





Federación  Española  de  Productores  Exportadores  de  Frutas  y  Hortalizas  (FEPEX), 
totalizó en 589,5 millones de euros  las pérdidas producidas  como  consecuencia de  la 
mala gestión de la “crisis del pepino”. 
Una  vez  descartados  los  productos  españoles  como  el  origen  de  los  brotes,  la 
investigación principal se centró en determinar el vínculo en común entre los brotes de 
Alemania y Francia.  
El 23 de  junio se confirma  la relación entre ambos brotes, gracias a  la comparación de 
los datos de  trazabilidad del brote alemán y del brote  francés, que determinó que un 
lote  de  semillas  de  fenogreco  importadas  de  Egipto,  era  el  vínculo  en  común  entre 
ambos (EFSA, 2011b). 
Finalmente,  el  5  de  julio  de  2011  se  declaró  oficialmente  cerrado  el  brote  y  al  día 
siguiente,  la Comisión Europea prohibió  la comercialización de semillas de  fenogreco y 
de  otras  semillas  provenientes  de  Egipto.  Sin  embargo,  el  Instituto  Robert  Koch  de 
Alemania, mantuvo una estrecha vigilancia del brote hasta el 31 de diciembre de 2011. 




Uno  de  los  datos más  sorprendentes  del  brote  fue  la  edad  de  los  afectados,  en  su 
mayoría adultos, en contraste con lo observado en brotes y casos esporádicos por ECVT 
clásicos.  También  llamó  la  atención  la  elevada  prevalencia  de mujeres  afectadas  que 
desarrollaron SUH (68%) (Frank et al. 2011).  
La  cepa  implicada  en  este  gran  brote  resultó  ser  una  E.  coli  productora  de  VT2, 
perteneciente al serotipo O104:H4 y con factores de virulencia comunes con  los E. coli 
enteroagregativos.  Se  trataba,  por  tanto,  de  una  cepa  atípica  en  muchos  aspectos 
(Blanco, 2012): 
• Híbrida  de  dos  patotipos,  por  ser  a  la  vez  enteroagregativa  y  verotoxigénica 
productora de VT2a.  La  combinación de genes de  virulencia de estos patotipos no es 
frecuente. Únicamente  se  había  observado  en  una  cepa O111:H2  responsable  de  un 
pequeño brote en niños con SUH ocurrido en Francia en 1992 (Morabito et al. 1998) y 
más  recientemente  en  una  cepa  O111:H21  productora  de  VT2c  responsable  de  un 
pequeño brote familiar con SUH en el Reino Unido en 2012 (Dallman et al. 2012). 
• Serotipo  (O104:H4)  y  secuencia  tipo  (ST678),  raramente  observados  en  pacientes 
humanos  y  nunca  descritos  en  cepas  aisladas  de  animales  ni  de  alimentos.  Existen 
referencias de este serotipo en cepas enteroagregativas y productoras de VT2 aisladas 
en Alemania  en 2001  (Mellmann  et  al. 2008), Georgia  en 2009  (Scheutz  et  al. 2011), 













• Además de  genes de  virulencia de  ECVT  y  ECEA,  la  cepa posee  algunos  factores de 
virulencia de E. coli patógenos extraintestinales (ExPEC). 
La  teoría más extendida es que  la cepa del gran brote alemán sea de origen humano, 









Al contrario de  la  inmensa mayoría de  las cepas de esta especie y del resto de cepas de 
ECVT,  las cepas verotoxigénicas del  serotipo O157:H7 no  fermentan el  sorbitol y  son  β‐
glucoronidasa negativas,  lo que hace más fácil su  identificación tanto en alimentos como 
en muestras clínicas.  
A diferencia  de  la mayoría de  los patógenos  asociados  a  alimentos,  el  ECVT O157  es 
extremadamente tolerante al ambiente ácido (Benjamin y Datta, 1995). El bajo pH del 
estómago  (pH  1,5  a  3)  es  uno  de  los  primeros mecanismos  de  defensa  contra  una 
infección  alimentaria  por  patógenos  entéricos.  La  habilidad  para  sobrevivir  en medio 




un  periodo  de  hasta  dos  meses  a  4  °C  (Glass  et  al.  1992).  Zhao  y  Doyle  (1994), 
demostraron que el ECVT O157 cuando era  inoculado en mayonesa  (pH 3,6‐3,9) a una 







El  segundo,  requiere adicción de arginina durante  la exposición del medio ácido. Y el 
tercero  requiere  glutamato  para  protegerse  del  pH  bajo.  Estos  tres  sistemas  son 
solapantes, pero el control y requerimientos de la actividad ácido‐resistente es diferente 
en  cada uno de ellos  (Benjamin y Datta, 1995; Castaine‐Cornet et al. 1999;  Lim et al. 
2010). 
De  la misma manera, estudios  comparativos  sobre  la ácido‐resistencia de  cepas ECVT 
O157 con cepas no O157 no han encontrado diferencias significativas en cuanto a este 
factor  (Large  et al. 2005). A pesar de  ello, no hay  suficientes datos  sobre  serogrupos 
específicos  asociados  a  graves  patologías.  No  obstante,  sí  se  conoce  que  la  tasa  de 
supervivencia de los diferentes serotipos de ECVT presenta un amplio rango. Mckellar y 




E. coli presenta una  rápida adaptación a  las bajas  temperaturas. Después de bajar  la 
temperatura de 37 °C, se inducen dos tipos de proteínas (proteínas de clase I y de clase 
II)  que  intervienen  en  la  adaptación  de  las  células  al  choque  de  frío  (Phadtare  et  al. 
1999).  También  se  ha  descrito  un  factor  desencadenante  (TF,  trigger  factor)  que  se 
induce 2‐3 h después del choque de  frío y potencia  la capacidad de sobrevivir a bajas 
temperaturas (Kandrod et al. 1997; Phadtare et al. 1999). 
El almacenamiento a bajas temperaturas es  la base principal de  la conservación de  los 
alimentos,  son  muchos  los  esfuerzos  que  se  han  empleado  en  el  estudio  del 
comportamiento de E. coli en esas condiciones y en conocer la temperatura mínima de 
crecimiento  (Van  Derlinden  et  al.  2008).  Se  estima  que  la  temperatura  mínima  de 
crecimiento de cepas de E. coli tanto patógenas como no patógenas ronda entre 5,5 °C y 
10  °C  (Shaw  et  al.  1971;  Palumbo  et  al.1995;  Kauppi  et  al.  1996;  Jones  et  al.  2003; 
Tamplin  et  al.  2005).  Este  rango muestra  la  variabilidad  que  existe  con  respecto  a  la 




Tamplin  y  colaboradores  (2005)  observaron  que  los medios  de  cultivo  sintéticos  no 
siempre  son  representativos  para  la  descripción  del  comportamiento  de  E.  coli  en 
alimentos, por lo que el comportamiento de E. coli a temperaturas de refrigeración debe 









hacía  notablemente  más  prolongada  a  temperaturas  de  refrigeración.  Marek  y 
colaboradores (2004) analizaron la supervivencia de E. coli en suero para la elaboración 
de queso Cheddar y observaron que los ECVT O157 eran capaces de sobrevivir a 4 °C de 
14  a  21  días  en  sueros  de  leche  sin  pasteurizar  y  hasta  28  días  en  sueros  de  leche 




°C),  se  observa  una  marcada  disminución  de  la  población  de  E.  coli.  Mientras  que 
temperaturas  inferiores  parecen  protegerla.  Existen  estudios  que  indican  que  la 
supervivencia  de  E.  coli  aumenta  a medida  que  la  temperatura  decrece  (Erickson  y 
Jenkins, 1991; Radford y Board, 1993; Erickson et al. 1995; Linton et al. 1995; Skandamis 




puede  conseguir de manera efectiva  su  inactivación por  calor. En el  caso de  la  carne 
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picada,  si  se  calienta  suficientemente  como  para  inactivar  Salmonella,  se  consigue 
también  la  inactivación del ECVT O157. La presencia de grasa  incrementa  la  tolerancia 
térmica  del  ECVT  O157  (Line  et  al.  1991).  En  el  caso  de  la  leche,  la  pasteurización 
también  ha  resultado  ser  un  tratamiento  efectivo  para matar más  de  104  células  del 
ECVT O157 por mililitro. Por  lo  tanto, el  calentamiento adecuado de  los alimentos de 
origen animal, alcanzando una  temperatura  interna de al menos 68,3  °C durante 40  s 
(Clavero et al. 1998), es un punto crítico de control (PCC) a tener en cuenta a la hora de 
asegurar la inactivación del ECVT O157.  
Existen pocos datos en  la  literatura científica sobre el grado de termotolerancia de  los 
ECVT  no  O157.  Sin  embargo,  en  2011,  el  Food  Safety  and  Inspection  Service  de  los 
EE.UU.  (USDA),  realizó un estudio en el que examinaba  la  resistencia  térmica de ECVT 
O157  y no O157  (un  grupo  compuesto de  ECVT de  los  serogrupos O45, O103, O111, 
O121 y O145) inoculados a carne de vacuno, y determinaron que el tiempo de cocción y 


















Todos  los  eslabones  de  la  cadena  alimentaria  juegan  un  papel  fundamental  en  la 
contaminación final de la carne, desde las explotaciones, mataderos, salas de despiece y 
fábricas de productos elaborados, hasta los puntos de venta al público, establecimientos 
de  elaboración  de  comidas  preparadas  (incluso  a  nivel  doméstico),  pasando  por  las 
distintas  cadenas  de  transporte.  No  obstante,  de  todos  estos  puntos  del  ciclo  de 
producción  y  cocinado  de  la  carne,  son  los mataderos  los  que  juegan  el  papel más 
relevante a la hora de determinar la carga microbiológica de este alimento, ya que como 
hemos  indicado  anteriormente,  es  durante  las  operaciones  de  desuello,  despiece,  y 
sobretodo evisceración, donde se produce la mayor tasa de contaminación. 
La  función  de  los mataderos  es  la  de  producir  carne  higiénica  y  organolépticamente 
aceptable mediante  la manipulación  humana  de  los  animales  en  lo  que  respecta  al 
empleo  de  técnicas  higiénicas  para  el  sacrificio  de  los  mismos  y  la  preparación  de 




ya que el origen de  la mayoría de  los patógenos en  las carnes son  los  intestinos de  los 
propios animales, la contaminación de ésta se puede producir por la diseminación de las 
heces durante las operaciones de sacrificio, debido a técnicas deficientes en el matadero 
que permitan  la  contaminación de  las mismas o de  las  instalaciones  con el  contenido 
intestinal.  También  se  presta mucha  atención  a  los manipuladores  de  la  carne  como 
fuente  de  patógenos,  aunque  existen  otras  fuentes  de  patógenos  para  los  productos 
cárnicos  (roedores, deposiciones de  aves,  insectos,  e  incluso perros); no obstante,  su 




destinan  a  su  comercialización  en  fresco  o  como materia  prima  para  las  fábricas  de 
elaborados.  La  transformación  de  piezas  de  carne  en  productos  cárnicos  elaborados 
mediante  procesos  como:  picado,  amasados,  ahumados  etc.,  da  lugar  a  una  serie  de 
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productos  finales  elaborados  (cocidos,  ahumados  y  frescos)  que  tendrán  una  carga 
microbiana distinta, y que variará en  función de  la carga  inicial y de  los procesos a  los 
que hayan sido sometidos durante su elaboración. 
En  la carne fresca,  la contaminación microbiana  localizada  inicialmente en  la superficie 
puede extenderse al  resto del producto durante  su procesado  (deshuesado, despiece, 
fileteado, etc.). En estos casos, las zonas de corte se convierten en un medio de cultivo 
ideal  para  los microorganismos  patógenos  y  alterantes  por  lo  que  deben  controlarse 
estrechamente  las  condiciones  higiénicas  de  las  superficies  en  contacto  con  ellos 
durante estas etapas (García et al. 2006). 
Teóricamente, un número muy amplio de bacterias puede crecer sobre  la carne; en  la 
práctica,  se  aplican  factores  extrínsecos  como  la  refrigeración  y  el  envasado  en 
atmósferas  protectoras  como  el  vacío,  las  atmósferas  controladas,  y  las  atmósferas 
modificadas, que limitan la intensidad del crecimiento microbiano y el número de cepas 




y  prolongar  su  vida  comercial.  Implica  la  eliminación  del  aire  del  envase  seguida  de  la 
inyección de un gas o mezcla de gases  seleccionados de acuerdo a  las propiedades del 
alimento,  generando  un  ambiente  gaseoso  óptimo  para  la  conservación  del  producto, 
donde el envase ejerce de barrera y aísla, en mayor o menor grado, dicho ambiente de la 










Carne fresca  65‐80 O2/20‐35 CO2/Resto N2 0‐4  6‐8 días 
Elaborados cárnicos 
frescos  5‐30 O2/20‐30 CO2/Resto N2  0‐4  hasta 4 semanas 
Productos avícolas  20‐70 O2/30‐50 CO2/Resto N2 0‐4  Hasta 2 semanas 
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Uno de  los principales  inconvenientes de  la utilización de  las atmósferas modificadas, es 
que ésta  conlleva  ciertos  riesgos biológicos y  su efecto  sobre el  crecimiento de algunas 




modificada  depende  de  una  serie  de  parámetros  interrelacionados,  destacando  entre 
ellos:  la  temperatura de almacenamiento,  la composición de gases en  la atmósfera y  la 
microbiota competitiva (Farber, 1991; Samelis et al. 2000). 




que  las  bacterias  mesófilas,  como  ECVT  y  otros  patógenos,  puedan  multiplicarse  en 
atmósfera modificada. Este hecho no es infrecuente, especialmente durante el transporte 
(tanto desde matadero y salas de despiece a los puntos de comercialización, como desde 
éstos a  los hogares), y en  los expositores y  frigoríficos domésticos, e  incluso  cuando  se 
controla  adecuadamente  la  temperatura,  porque  se  producen  aumentos  cíclicos  de  la 
misma durante el “desescarche”. De esta manera, con este tipo de envasado y mantenida 
la carne a 5 °C, juegan un papel destacado  las enterobacterias, por  lo que si se rompe  la 
cadena de frío, y al inhibir el crecimiento de otros microorganismos competitivos, pueden 
multiplicarse  con  facilidad.  Por  lo  tanto,  el  crecimiento  de  E.  coli  en  carne  de  vacuno 




es  el  caso  de  los  ECVT.  En  general,  la  acción  inhibidora  del  CO2  varía  según  el 









fresco”  puede  resultar  peligroso.  Preocupa,  asimismo,  el  lento  crecimiento  de  la 
microbiota  alterante  porque  ésta,  en  condiciones  de  aerobiosis,  puede  ser  un  potente 
competidor. Una  preocupación  adicional  es  el  efecto  que  sobre  los  patógenos  pueden 
ejercer el prolongado almacenamiento y  la microbiota (número y tipo) que se desarrolla 
en el producto (Tamplin, 2002). El efecto de la interacción entre la microbiota residente o 










• Durante  el  transporte,  recepción  y  estabulación  el  principal  riesgo  es  una  posible 
bajada  de  defensas  de  los  animales,  haciéndolos  más  susceptibles  a  contraer 
enfermedades,  así  como  la  contaminación  superficial  por  heces,  y  la  contaminación 
cruzada entre animales sanos y enfermos (Rasmussen et al. 1993; Cray et al. 1998). 
• En  el  desangrado  (generalmente  para  el  ganado  vacuno  se  aplica  el  desangrado 
vertical) se corre el riesgo de que  la sangre pueda contaminarse por  la caída de heces, 
orina, suciedad o contenido gástrico.  
• En  el  desuello  el  principal  riego  es  que  la  piel  del  animal  entre  en  contacto  con  el 
músculo mientras se está retirando. 
• La evisceración  supone una de  las operaciones más  críticas desde el punto de  vista 
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higiénico,  ya que  consiste  en  la  extracción de 
las  vísceras  torácicas,  preestómagos, 
estómagos,  intestino,  bazo  e  hígado  de  la 
cavidad  abdominal,  durante  esta  etapa  es 
fundamental  evitar  la  posible  contaminación 




el  instrumental,  así  como  establecer  una 
temperatura límite de trabajo inferior a 12 °C. 
• El  lavado  de  las  canales,  que  se  realiza  con 
agua  para  eliminar  restos  de  sangre,  grasa  y 
restos  de  esquirlas  de  huesos  del  seccionado 
de la canal, reduce el nivel de microorganismos 




• Durante  el  oreo,  que  consiste  en  reducir  la  temperatura  de  la  canal  lo  más 





































más  críticas  desde  el  punto  de  vista  higiénico:  el  picado.  La  carne  picada  es  más 




superficial.  Hasta  el  punto  que  en  los  países  anglosajones  a  la  CH  provocada  por  el 






refrigerada  para  evitar  que  la  fricción  de  las  maquinas  aumente  excesivamente  la 
temperatura.  Por  otro  lado,  el  amasado  que  se  puede  hacer  conjuntamente  con  el 
picado o en máquinas que  trabajan al vacío, en donde  la  carne picada  se mezcla  con 
diferentes  aditivos,  grasas,  especias  y  otros  ingredientes,  supone  también  un  punto 
crítico al diseminar la posible carga del patógeno por toda la masa. 
Finalmente,  los  productos  se  envasan  al  vacío  o  en  atmósferas  modificadas  para 



















Año  Muestras  ECVT O157  ECVT no O157  Total 
1995  58  3  5,0%  8  14%  10  17,2% 
1996  91  0  0,0%  8  9%  8  8,8% 
1997  173  1  0,6%  20  12%  21  12,1% 
1998  133  1  0,8%  18  13,5%  18  13,5% 
2001  80  1  1,3%  6  7,5%  7  8,7% 
2002  20  0  0,0%  1  5,0%  1  5,0% 
2003  230  2  0,9%  29  12,6%  30  13,0% 
2005  250  0  0,0%  29  11,6%  29  11,6% 
2006  60  0  0,0%  5  8,3%  5  8,3% 
2007  100  0  0,0%  9  9,0%  9  9,0% 
2008  170  0  0,0%  11  6,4%  11  6,4% 
2009  100  0  0,0%  4  4,0%  4  4,0% 

























Serotipo  Nº de cepas  vt1  vt2  eae  E‐hlyA 
O1:H20  1  +  ‐  + (NR)  + 
O1:H20  1  +  ‐  ‐  + 
O2:H8  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O2:H27  2  ‐  +  ‐  ‐ 
O2:H29*  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O2:H32  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O2:H‐  3  ‐  +  ‐  ‐ 
O4:H4  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O5:H2  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O5:H‐ *  1  +  +  + β1  + 
O5:H‐ *  2  +  ‐  + β1  + 
O6:H10  3  +  ‐  ‐  ‐ 
O6:H49  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O8:H8  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O8:H9  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O8:H11  1  ‐  +  ‐  + 
O8:H19*  1  ‐  +  ‐  + 
O8:H21*  4  ‐  +  ‐  ‐ 
O8:H31  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O8:H‐  2  +  +  ‐  + 
O15:H16  1  ‐  +  + β1  ‐ 
O15:H18  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O17:H45  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O20:H2  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O21:H21  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O22:H8*  2  ‐  +  ‐  ‐ 
O22:H8*  2  +  +  ‐  + 
O26:H8  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O26:H11*  10  +  ‐  + β1  + 
O26:H11*  1  +  ‐  + β1  ‐ 
O26:H‐*  2  ‐  +  ‐  ‐ 
O26:H42  1  +  ‐  + β1  + 
O39:H21  1  ‐  +  ‐  + 
O42:H21  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O52:H45  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O52:H‐  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O54:H21  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O54:H‐  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O64:H5  3  +  ‐  ‐  ‐ 
O75:H8  1  +  ‐  ‐  + 
O75:H8  1  ‐  +  ‐  + 
O75:H‐*  1  +  +  ‐  + 
O76:H7*  1  ‐  +  +  + 
O77:H41  2  ‐  +  ‐  + 
O84:HNT  2  +  ‐  + ζ  + 
O88:H8  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O91:H‐*  1  +  +  ‐  + 
O101:H‐*  1  ‐  +  + (η1)  + 
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Serotipo  Nº de cepas  vt1  vt2  eae  E‐hlyA 
O103:H2*  3  +  ‐  + (ε)  + 
O103:H‐*  1  +  ‐  + (ε)  + 
O104:H2*  1  +  +  ‐  + 
O110:H‐  1  +  ‐  ‐  + 
O111:H‐*  2  +  ‐  + (γ2)  + 
O112:H2*  1  +  +  ‐  + 
O113:H21*  1  ‐  +  ‐  + 
O113:H21*  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O116:H16  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O116:H21  1  +  +  ‐  + 
O118:H16*  1  +  ‐  + β1  + 
O120:H10  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O128:H21  1  +  +  ‐  ‐ 
O128:H31  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O137:H12  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O141:H19  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O145:H‐*  1  +  ‐  + (γ1)  + 
O145:H‐*  1  ‐  +  + β1  + 
O146:H2  1  +  +  + ζ  + 
O146:H2  1  +  +  ‐  + 
O146:H8*  2  ‐  +  ‐  ‐ 
O146:H21  1  ‐  +  ‐  + 
O146:H21  5  +  +  ‐  + 
O146:H‐  1  +  +  ‐  + 
O153:H4  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O156:H8  1  ‐  +  +  ‐ 
O157:H7*  3  ‐  +  + (γ1)  + 
O157:H7*  5  +  +  + (γ1)  + 
O159:H‐  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O162:H10  1  +  +  ‐  ‐ 
O166:H28  1  +  +  ‐  + 
O167:H2  1  +  ‐  ‐  ‐ 
O168:H8  1  ‐  +  ‐  ‐ 
O171:H2  3  ‐  +  ‐  ‐ 
O174:H10  1  +  +  + β1  ‐ 
O174:H21*  3  ‐  +  ‐  ‐ 
O174:H‐*  2  ‐  +  ‐  ‐ 
OX178:H16  1  ‐  +  ‐  ‐ 
ONT:H4*  1  ‐  +  ‐  ‐ 
ONT:H5  1  +  ‐  ‐  ‐ 
ONT:H8  1  ‐  +  ‐  ‐ 
ONT:H19  1  ‐  +  ‐  + 
ONT:H21  1  +  +  ‐  + 
ONT:H21  1  +  +  ‐  ‐ 
ONT:H21  4  +  ‐  ‐  ‐ 
ONT:H21  2  ‐  +  ‐  ‐ 
ONT :H38  1  ‐  +  ‐  ‐ 
ONT:H‐  1  ‐  +  ‐  + 
ONT:H‐*  1  +  ‐  ‐  ‐ 
ONT:H‐*  3  ‐  +  ‐  ‐ 







muestras  con  >99  ufc  de  E.  coli  por  gramo  también  fue  superior  a  lo  deseado  (12%) 
(Tabla 23).  
Tabla 23. NMP de E. coli por gramo en carne de vacuno en Lugo (1995‐2009) (Herrera, 2010) 
NMP  1995  1996  1997  1998  2001  2002  2003  2005  2006 2007  2008  2009  Total 
 E. coli  n=58  n=91  n=173 n=133  n=80  n=20  n=230 n=250 n=60 n=100 n=170 n=100  n=1.465 
<10 
23  45  100  88  65  15  152  167  49  83  108  63  958 
40%  49%  58%  66%  81%  75%  66%  67%  82%  83%  64%  63%  65% 
10‐99 
15  27  44  28  13  3  53  61  8  12  43  23  330 
26%  30%  25%  21%  16%  15%  23%  24%  13%  12%  25%  23%  23% 
100‐999 
12  10  22  8  2  1  16  20  3  4  11  10  119 
21%  11%  13%  6%  3%  5%  7%  8%  5%  4%  6%  10%  8% 
>999 
8  9  7  9  0  1  9  2  0  1  8  4  58 
14%  10%  4%  7%  0%  5%  4%  1%  0%  1%  5%  4%  4% 
>99 
20  19  29  17  2  2  25  22  3  5  19  14  177 






Año  N°  ECVT  ECVT O157 
2007  92  5 (5,4%)  1 (1,1%) 
2008  35  0 (0%)  0 (0%) 
2009  138  8 (5,8%)  0 (0%) 
2010  69  1 (1,4%)  0 (0%) 
2011  45  0 (0%)  0 (0%) 
TOTAL  379  14 (3,7%)  1 (0,3%) 








Año  N°   ECVT  O157:H7 
2007  14.115  42 (0,3%)  14 (0,1%) 
2008  14.810  44 (0,3%)  15 (0,1%) 
2009  9.285  213 (2,3%)  65 (0,7%) 
2010  8.566  43 (0,5%)  9 (0,1%) 
2011  4.347  61 (1,4%)  13 (0,3%) 
2012  4.603  60 (1,3%)  5 (0,1%) 
TOTAL  55.726  463 (0,8%)  121 (0,2%) 
En  EE.UU.,  informes  del  FSIS  (USDA‐Food  Safety  and  Inspection  Service)  del  periodo 
2001‐2005,  indican  un  espectacular  descenso  del  número  de muestras  positivas  para 
ECVT O157 a partir del año 2002. Se cree que estos resultados son debidos a que ese 
año  el  FSIS  ordenó  a  las  plantas  de  producción  una  reevaluación  de  sus  planes  de 
seguridad alimentaria, por lo que casi todas implantaron y validaron nuevos métodos y 
técnicas de control para el ECVT O157. Por otro lado, un estudio realizado en el mismo 
país,  sobre  4.133  muestras  de  carne  picada  de  vacuno  procedentes  de  diferentes 















secuencia de operaciones que se  llevan a cabo para su sacrificio y  la preparación de  las 




lo  que  el  riesgo  de  contaminación  es  mayor.  Por  esto,  se  hace  necesario  un 
acondicionamiento de  la piel sobre el propio animal que permita retirar la suciedad y los 
pelos (CAR/PL, 2006).  




al  procesar  la  canal  con  la  piel,  el  ganado 
porcino sí suele ser  lavado en  los establos para 
retirar  la  suciedad  adherida  a  ésta,  por  lo  que 
este  proceso  implica,  además,  el  riesgo  de 
utilizar agua contaminada. 
• El  escaldado,  que  se  aplica  para  retirar  con 
más  facilidad  los  pelos  de  la  piel.  Para  ello,  se 
introducen los animales colgados en tanques de 
escaldado  con  agua  caliente  a  60  °C  ‐62  °C 
durante 5‐6 min.  El  contacto del  animal  con el 





de  esta  fase  está  en  la  utilización  de  agua 
contaminada,  o  en  la  contaminación  de  unos 
animales a otros por reutilización del agua.  
• El depilado  suele  ser otro punto  crítico microbiológico, ya que una vez escaldado el 
animal, se pueden diseminar fácilmente las bacterias patógenas que hayan quedado en 
las canales.  






























del  intestino,  tracto  intestinal,  etc.  pueden  ser  causa  y  origen  de  contaminaciones 
microbianas  de  la  carne.  Durante  esta  etapa  conviene  ligar  el  esófago  para  evitar 
cualquier contaminación procedente del tracto intestinal.  
• Todos estos procesos suponen un aumento de la temperatura corporal de las canales, 






Finalmente,  tras  el  despiece,  los  productos  finales  serán  envasados,  normalmente  en 
atmósfera modificada, para ser enviados a los puntos de venta al consumidor, o al vacío, 
como materia  prima  para  la  producción  de  alimentos  cárnicos  elaborados  en  fresco, 
curados  o  embutidos,  las  consecuencias  y  puntos  críticos  microbiológicos  de  estos 
procesos son los mismos que en el ganado vacuno. 
Al  igual que  con  la carne de vacuno, el procesado de  la carne de porcino  conlleva un 











2007,  se  detectó  una  prevalencia  de  ECVT  del  4,8%  en  1.067  canales  de  porcino 




(2014)  aislaron  ECVT O157  en  3  de  140  (2,1%) muestras  de  carne  de  cerdo.  En  este 
mismo  país,  Bai  y  colaboradores  (2015)  aislaron  ECVT  en  14  de  318  (4,4%)  de  las 
muestras de  carne de  cerdo  recogidas de  supermercados  en  2  ciudades  chinas  entre 
2013‐2014. 






Año  N°  ECVT  ECVT O157 
2007  5.057  10  (0,2%)  6  (0,1%) 
2008  5.672  7  (0,1%)  0  (0%) 
2009  3.479  27  (0,8%)  1  (0,03%) 
2010  3.579  9  (0,3%)  1  (0,03%) 





elevados  que  los  de  la  media  europea  (0,3%  y  0,04%,  respectivamente)  (Tabla  27) 
(EFSA/ECDC, 2012). 
Tabla 27. Prevalencia de ECVT en carne de cerdo en España (2007‐2010) (EFSA/ECDC, 2012) 
Año  N°  ECVT  ECVT O157 
2007  55  0  (0%)  0  (0%) 
2008  247  5  (2,0%)  0  (0%) 
2009  85  1  (1,2%)  1  (1,2%) 
2010  160  1  (0,6%)  0  (0%) 




prevalencia  de  ECVT  en  carne  de  porcino.  En  un  estudio  realizado  en  la  ciudad  de 
Washington entre los años 2009 y 2010, en el que se analizaron 231 muestras de carne 
picada  de  cerdo  procedentes  de  diferentes  puntos  de  venta  al  consumidor,  se 
detectaron cepas de ECVT en 12 (5,2%) de las muestras analizadas (Ju et al. 2012). 
Los diferentes estudios  a nivel mundial  indican, por  tanto, que hay que  considerar  la 
carne  de  origen  porcino  como  fuente  potencial  de  infecciones  por  ECVT.  De  hecho, 






del matadero  avícola  presenta  unas  diferencias 
significativas  en  cuanto  a  puntos  críticos  de 
control  a  nivel  microbiológico  (Figura  17) 
(CAR/PL, 2006):  
• Tanto en el  transporte al matadero, como en 
la  espera  y  recepción  en  el  mismo,  las 
instalaciones  deben  estar  bien  ventiladas,  ya 
que el  riesgo de que se produzcan heridas y se 
puedan  contaminar  las aves entre ellas es muy 
alto.  Posteriormente,  es  fundamental  que  las 
jaulas sean retiradas y transportadas a una zona 
de lavado y desinfección. 
• La  fase de escaldado  supone en este  caso, el 
punto  más  crítico  a  nivel  microbiológico,  esta 
operación  se  realiza  para  debilitar  la  inserción 
de  la  pluma  en  los  folículos  y  facilitar  la 

























un  baño  de  agua  caliente  a  49  °C‐52  °C  durante  2‐3 min.  La  agitación  del  agua  del 
escaldador facilita la penetración del agua caliente entre las plumas y su llegada a la piel. 
Debido a que la temperatura alcanzada por el escaldador no es suficiente para eliminar 
los  microorganismos  se  podría  producir  la  contaminación  del  agua  del  escaldador, 
convirtiéndola  en un  caldo de  cultivo  y provocando  la  contaminación  en masa de  las 
canales. 
• El desplumado es también, desde el punto de vista higiénico, otra fase crítica, ya que 
al  realizarse en un ambiente húmedo y cálido,  se  favorece el crecimiento microbiano. 
Este  aspecto  se  ve  amplificado  por  la  posibilidad  de  que  los  dedos  de  goma  de  las 
máquinas  de  desplume  propaguen  la  contaminación  de  un  animal  a  otro.  Por  este 
motivo, es necesario realizar una ducha abundante una vez acabada la operación. 
• La  evisceración  también  supone  un  punto  crítico  a  nivel  microbiológico,  debe 
realizarse a temperatura controlada, se retira al menos el  intestino completo teniendo 
cuidado de que no se contamine el interior de la canal con material fecal. Los despojos 
no  comestibles,  desechos  y  plumas  son  retirados  lo  antes  posible  para  evitar 
contaminaciones. 
• Debido al elevado número de procesos críticos desde el punto de vista microbiológico 
anteriores  a  este  punto,  el  lavado  de  las  canales  después  de  la  evisceración  es 








Según  su  destino,  las  canales  se  conservan  en  cámaras  de  refrigeración  o  de 
congelación. En este punto, al  igual que con el ganado vacuno y porcino, éstas pueden 
ser  envasadas  (plastificadas,  al  vacío  o  en  atmósfera  modificada)  y  destinadas  a 
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expedición y al mercado de  consumo o enviadas a  salas de despiece y  fabricación de 
elaborados, donde los riesgos microbiológicos son los mismos para los 3 tipos de carne. 
A pesar de la gran cantidad de puntos críticos que se observan en el procesado de este 
tipo  de  carnes,  la  detección  de  ECVT  en  carne  de  origen  aviar  no  es muy  frecuente, 
debido a que  las aves no se consideran reservorio natural de este tipo de cepas, por  lo 
que  lo  más  común  es  pensar  que  los  ECVT  llegan  a  este  tipo  de  carnes  por 
contaminación  cruzada.  No  obstante,  existen  algunos  estudios  donde  sí  se  detectan, 
aunque la prevalencia suele ser muy baja.  
Entre los años 2007 y 2010, 7 países miembros de la UE reportaron datos de prevalencia 





Año  N°  ECVT  ECVT‐O157 
2007  1.187  1 (0,1%)  0 (0%) 
2008  566  0 (0%)  0 (0%) 
2009  1.602  141 (8,8%)  0 (0%) 
2010  1.989  8 (0,4%)  1 (0,1%) 
TOTAL  5.344  150 (2,8%)  1 (0,02%) 
En el año 2009, Polonia  investigó  la presencia de ECVT en 200 muestras de  carne de 
pavo, resultado todas negativas para VT. Paralelamente, durante el periodo 2009‐2010, 
Alemania  realizó  un  estudio  para  analizar  la  presencia  de  ECVT  en  carne  de  pavo, 
reportando una prevalencia del 5,4% de  las 37 muestras analizadas en 2009 y ninguna 
positiva  de  las  26 muestras  analizadas  en  el  año  2010  (EFSA/ECDC,  2012).  En  2011, 
Luxemburgo realizó otro estudio en el que analizó la presencia de ECVT en 30 muestras 
de  carne  de  pavo  de  importación,  ninguna  resultó  positiva  para  ECVT  (EFSA/ECDC, 
2013).  





presencia de  ECVT  en  8  (10,8%),  y de  ECVT O157  en  1  (1,4%),  y  en  el  año 2011, del 
análisis de 34 muestras de  carne  fresca de  aves de  corral,  España  informó de 1  caso 
positivo (2,9%) para ECVT O157 (EFSA/ECDC, 2012). 
En  EE.UU.,  se  ha  evaluado  ocasionalmente  la  existencia  de  ECVT  en  aves  de  corral. 
Magwedere  y  colaboradores  (2013),  realizaron un  estudio en el que  se  analizaron 16 
muestras de carne picada de pollo mediante PCR para  la presencia de  los 7 principales 
serogrupos de ECVT  implicados en  infecciones de seres humanos, y aunque detectaron 











Vegetales  y  frutas  son,  generalmente,  colonizados  por  una  gran  variedad  de 
microorganismos,  como  bacterias,  levaduras  y  hongos  que  pueden  provocar  su 
deterioro (Lindow y Brandl, 2003; Abadias et al. 2008). La contaminación de las lechugas 
se produce principalmente por bacterias gram negativas, en particular, miembros de las 
familias Pseudomonadaceae  y  Enterobacteriaceae  (Oliveira  et al. 2010). Además,  está 
bien  establecido  que  algunos  productos  pueden  contener  también  patógenos 
potenciales  (Nguyen‐the  y  Carlin,  1994;  Beuchat,  1996;  Francis  et  al.  1999)  y  que 















los  informes de  la  EFSA  sobre  ECVT)  como  una  fuente  importante  de  transmisión  de 
ECVT (EFSA, 2007, 2011a).  






ECVT  viable  se  ha  encontrado  en  tejidos  internos  de  brotes  de  rábano  y  estomas 
procedentes de  semillas experimentalmente  contaminadas  con  la bacteria  (Itoh  et al. 
1998). 
La  contaminación  de  frutas  y  hortalizas,  al  igual  que  los  productos  cárnicos,  puede 











irrigación  contaminada  con  residuos procedentes de granjas de animales o  con aguas 
residuales  humanas,  la  aplicación  de  fertilizantes  orgánicos  de  origen  animal  y  el 
contacto  directo  de  animales  (salvajes  o  domésticos)  con  el  producto  vegetal  fresco 
cuando  está  creciendo  en  el  campo  (Oliveira  et  al.  2012).  En  el  proceso  de 
comercialización y de preparación culinaria, las fuentes de contaminación se relacionan 
con  el  uso  de  agua  de  lavado  contaminada,  útiles  no  desinfectados  y  deficientes 

















En  Europa,  durante  los  años  2004‐2010,  14  estados  miembros  de  la  UE  analizaron 
muestras de  frutas,  vegetales  y otros productos de origen  vegetal. Un  total de 6.285 
muestras fueron analizadas y tan solo 18 fueron positivas para ECVT (0,3%) y 10 de esas 
muestras  fueron  identificadas  como  ECVT  O157  (0,2%).  Prácticamente  todos  los 






Producto agrícola  N°   ECVT  O157 
Frutas y hortalizas  691  1 (0,1%)  0 (0%) 
Vegetales  2.394 17 (0,7%)  10 (0,4%) 
Frutas y hortalizas  2.774 0 (0%)  0 (0%) 
Zumos  317  0 (0%)  0 (0%) 
Brotes  104  0 (0%)  0 (0%) 
Especias y hierbas  3  0 (0%)  0 (0%) 
Ensaladas listas para el consumo  2  0 (0%)  0 (0%) 
TOTAL  6.285 18  (0,3%)  10  (0,2%) 
En  España, en el  año 2008, el  LREC  analizó  la presencia de ECVT en 100  lechugas de 
varios establecimientos comerciales de  la ciudad de Lugo. Se determinó una aceptable 





La  leche  y  los  productos  lácteos  albergan  una  gran  variedad  de microorganismos  y 
pueden ser  fuente  importante de patógenos causantes de enfermedades alimentarias. 
La presencia de ECVT en  leche se produce, principalmente, durante  las operaciones de 
ordeño, ya sea por contacto directo con  las heces de  los  rumiantes diseminadas en el 
ambiente de  las granjas, o por  la excreción de microrganismos a través de  las ubres de 
animales enfermos (Oliver et al. 2005). Por  lo tanto, evitar  la contaminación durante el 
proceso de ordeño es fundamental para el control de este patógeno en granja.  
La  infección de  las ubres, si se  trata de mamitis clínicas, puede detectarse  fácilmente, 
pero  si  se  trata  de  mamitis  subclínicas,  que  no  producen  síntomas,  pueden  no 
detectarse y pasar  las cepas patógenas directamente a  la  leche (Otero, 2014). Por otro 
lado,  puede  producirse  contaminación  durante  el  ordeño  si  la  limpieza  previa  de  la 
superficie de las ubres no es correcta o por restos de heces que porten los animales en 
piel y pelos. 
La  implantación de procesos de  limpieza efectivos  tanto de  los animales, como de  las 
máquinas de ordeño  y  transporte  es muy  importante,  ya que  la  contaminación de  la 




infecciones alimentarias en  las plantas de procesado de productos  lácteos a  través de 
leche contaminada, puede provocar su persistencia mediante  la formación de biofilms, 
con  la consiguiente contaminación de  los productos  lácteos procesados y  la exposición 
al consumidor de las bacterias patógenas (Oliver et al. 2005). 
Normalmente,  los  tratamientos  térmicos a  los que  se  somete a  la  leche  son efectivos 
para  los ECVT, por  lo que  la prevalencia de éstos es generalmente baja. Sin embargo, 
algunos estudios han detectado  la presencia de ECVT en  leche  y productos derivados 
pasteurizados, e incluso, se han producido algunos grandes brotes asociados a este tipo 
de  productos.  Como  por  ejemplo,  un  brote  provocado  por  queso  pasteurizado  que 
afectó  a  114  personas  en  el  Reino Unido  en  1999  (Goh  et  al.  2002),  otro  por  leche 
pasteurizada con más de 100 afectados en Escocia en 1994 (Upton y Coia, 1994) y más 
recientemente,  otro  brote  provocado  por  queso  pasteurizado  en  EE.UU.,  con  135 
afectados  (CDC,  2013a).  Esto  se  debe  fundamentalmente  a  tratamientos  térmicos 
deficientes o a contaminaciones post‐pasteurización. 
Especialmente problemático es el caso de los productos elaborados con leche cruda, ya 
que  los  microorganismos  presentes  en  la  leche  (patógenos  o  no)  se  mantienen 
inalterados  y  pasan  al  producto,  lo  cual  exige  un  control  exhaustivo  del  proceso  de 
elaboración,  como es el  caso de quesos elaborados  con  leche  cruda de  vaca, oveja o 
cabra, que resultan vehículos potenciales de infecciones por ECVT implicados en brotes 
(Espié et al. 2006; Catford et al. 2014).  
En  un  estudio  elaborado  en  EE.UU.,  evaluaron  121  brotes  provocados  por  productos 
lácteos  (pasteurizados y  sin pasteurizar) durante el periodo 1993‐2006, y encontraron 
que  los productos pasteurizados habían provocado en ese periodo 48 brotes (40%), de 














gran medida,  de  la  ausencia  o  deficiencia  del  tratamiento  térmico,  así  como  de  las 
contaminaciones ocurridas posteriormente a éste. 
Farrokh  y  colaboradores  (2013)  realizaron  una  amplia  revisión  sobre  la  prevalencia  e 





Latina  y  0%‐36%  en  Europa.  Sin  embargo,  para  hacernos  una  idea  de  esta  variación, 
dentro del  continente europeo,  cuya prevalencia media entre  los años 2007‐2010  fue 
del 1,9% (Tabla 30) (EFSA/ECDC, 2012), encontramos países con tasas de prevalencia de 
ECVT  del  0%  en  Holanda  y  1,5%  en  Alemania;  y  por  el  contrario,  países  con  una 
prevalencia del 36% en Irlanda, y 21% en Francia (Farrokh et al. 2013). 
Tabla 30. ECVT en leche cruda de vaca en la UE (2007‐2010) (EFSA/ECDC, 2012) 
Año  N°  ECVT  ECVT‐O157 
2007  1.079  5 (0,5%)  0 (0%) 
2008  1.439  24 (1,7%)  1 (0,7%) 
2009  998  12 (1,2%)  1 (0,1%) 
2010  1.683  56 (3,3%)  0 (0%) 
TOTAL  5.199  97 (1,9%)  2 (0,04%) 
En lo que respecta a leche cruda de otros orígenes, Farrokh y colaboradores observaron 
una  prevalencias  de  ECVT O157  en  leche  cruda  de  cabra:  0,75%  en  EE.UU.;  1,7%  en 
Italia; 0,7% en Grecia y 16,3% en Suiza para ECVT en general. Para ECVT O157 en leche 




En  lo  que  respecta  a  la  prevalencía  de  ECVT  en  quesos,  Farrokh  y  colaboradores 
encontraron que la prevalencia de ECVT en quesos a base de leche de vaca cruda en la 
UE  oscila  entre  0,2%  y  2,4%,  observándose  las mismas  variaciones  entre  países  (p.e. 
0,48%  en Alemania  y 11,7%  en  Francia)  (Farrokh  et al. 2013).  También  se observó  la 
prevalencia  de  ECVT  O157  en  quesos  producidos  a  base  de  leche  cruda  de  otros 
orígenes: 0% de cabra y oveja en Bélgica, Italia, Portugal y España; 0% de búfala en Italia. 
De Reu  y  colaboradores  (2004)  reportaron  también  la prevalencia de otros derivados 
lácteos como helados, yogures y mantequilla en Bélgica (0% en todos los casos). 
Por otro  lado, durante el periodo 2007‐2010, países miembros de  la UE  reportaron  la 
detección de ECVT en leche y quesos de cabra y oveja, y en otros derivados lácteos. En 
general,  se  analizaron  11.733 muestras  en  ese  periodo  y  tan  solo  64  (0,5%)  fueron 





Al  contrario  de  lo  que  sucede  con  las  patologías  derivadas  a  ECVT,  asociadas 
principalmente  a  países  desarrollados,  y  cuyas  fuentes  de  transmisión  incluyen, 
fundamentalmente,  productos  animales  u  hortícolas  manipulados  de  manera 
inadecuada,  las  infecciones por otros grupos de E.  coli diarreagénicos  (principalmente 
ECEP,  ECET  y  ECEA)  se  describen  principalmente  en  países  en  vías  de  desarrollo 
asociadas  con  cuadros  de  diarrea  infantil,  en  individuos  inmunodeprimidos  o  con 
cuadros de diarrea del viajero  (Adachi et al. 2001; Samie et al. 2007; Okeke, 2009);  si 








2005;  Paredes‐Paredes  et  al.  2011).  Se  asume  que  estos  dos  grupos  de  E.  coli 
diarreagénicos se  transmiten principalmente a  través de alimentos de diferentes  tipos 
(ensaladas  listas  para  consumo,  postres,  salsas  de  guarnición)  y  agua  de  bebida 





1.6.  El  papel  de  los  alimentos  en  la  transmisión  de  E.  coli  patógenos 
extraintestinales 
Las  infecciones  transmitidas  por  alimentos  estaban  limitadas  tradicionalmente  a 
aquellas  que  afectaban  al  tracto  gastrointestinal,  pero  el  hecho  de  que  un  número 
creciente de estudios vincule las infecciones del tracto urinario (ITU) con la transmisión 
de  E.  coli  en  alimentos,  ha  generado  el  debate  de  si  el  grupo  de  los  ExPEC  debería 
clasificarse realmente como patógenos transmitidos por los alimentos, y ha dado lugar a 
un nuevo  término:  foodborne UTI o  FUTI  (infecciones del  tracto urinario  transmitidas 
por alimentos) (Nordstrom et al. 2013; Markland et al. 2015). 




al. 2009; Mora  et  al. 2011a).  Y  aunque  las  fuentes de  los brotes de  ITU,  así  como  la 
incidencia  real  de  estos  procesos,  todavía  es  bastante  desconocida,  las  similitudes 
moleculares y  fenotípicas de  las cepas de E. coli  implicadas contradicen  las  tesis de  la 
selección de novo, relacionada con la presión antibiótica o el origen hospitalario (Oteo et 
al. 2006; Mendonca  et al. 2007),  sugiriendo  en  su  lugar  fuentes  específicas  como  los 
alimentos contaminados  (Manges et al. 2001, 2008; Pitout et al. 2005; Markland et al. 
2015). 
Muchos  estudios  aportan  evidencias  que  apoyan  la  hipótesis  de  los  alimentos  como 








las cepas con  la categoría de ExPEC  (Johnson et al. 2003a),  incluidas multirresistentes, 
representaban más del 20% de las cepas de E. coli aisladas carne de pollo y pavo, el 8,3% 
de las de carne de cerdo y el 3,4% de las de carne picada de vacuno (Xia et al. 2011a).  




el  de  Johnson  y  colaboradores  (2005)  que  analizaron  1.648  muestras  de  alimentos 





resto de alimentos) y al ácido nalidíxico  (30% de  las de  carne de ave  frente al 3% de 
carne de vacuno y cerdo; y 2,5% de productos no cárnicos). Además, el 46% de las cepas 
de E. coli aisladas de  carne de ave  tenían categoría ExPEC,  frente al 19% de  carne de 
cerdo y vacuno, y el 4% de otros productos. 
Algunos  autores,  no  solo  han  demostrado  que  las  cepas  de  E.  coli  transmitidas  por 
alimentos están genéticamente  relacionadas con cepas causantes de  ITU en humanos, 
sino  que  también  reproducen  dicha  infección  in  vivo  en  un modelo murino  urinario, 
reforzando  la  hipótesis  de  las  ITU  como  zoonosis  (Jakobsen  et  al.  2010,  2012). 













la  transmisión  al  hombre.  Destaca  la  detección,  por  primera  vez,  en  una  granja  de 
producción  avícola  de  1  cepa  del  grupo  clonal  ST131  productora  de  CTX‐M‐9  que 
mostraba un perfil molecular similar al de cepas de origen humano (Cortés et al. 2010). 
Concretamente  en  alimentos,  Vincent  y  colaboradores  (2010)  detectaron  1  cepa  del 
grupo clonal ST131 aislada en Montreal en el año 2006 de carne de pollo, con un perfil 
de macrorrestricción  indistinguible  con  respecto  a  2  cepas  de  ITU  humanas.  En  otro 
estudio, Mora y colaboradores (2010) concluyeron la reciente emergencia de cepas del 
grupo clonal O25b:H4‐ST131 ibeA KpsM II‐K1 productoras de CTX‐M‐9 y demostraron la 






importación  en  Suiza,  no  solo  encontraron  1  cepa  del  grupo  clonal  O25b:H4‐ST131 
productora de CTX‐M‐15 en un pepino importado de la República Dominicana, sino que 
además,  encontraron  una  prevalencia  de  cepas  de  E.  coli  productoras  de  BLEE  en 
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los  aislamientos de  cepas de  E.  coli productoras de BLEE  es  la  carne de origen  aviar. 




la  presencia  de  cepas  de  E.  coli  productoras  de  BLEE  del  tipo  CTX‐M‐15  asociadas  al 







La prevención y  control de  la  contaminación microbiológica en alimentos  requiere un 
enfoque  multi  e  interdisciplinario  que  englobe  toda  la  cadena  de  producción  y 
abastecimiento  de  alimentos  (desde  el  campo/granja  a  la mesa)  y  que  garantice  que 
dicho  control  no  se  rompa  en  ningún  punto  de  la  cadena  alimentaria,  tal  y  como 
establece  el  Reglamento  (CE)  Nº  852/2004  del  Parlamento  Europeo  y  del  Consejo, 
relativo a la higiene de los productos alimenticios (FAO, 2012). 
Las  investigaciones sobre  la prevención de  la contaminación de  los alimentos y el agua 
por  ECVT  y  las  estrategias  para  eliminar  o  limitar  radicalmente  el  crecimiento  de 
cualquier  ECVT  que  pueda  estar  presente  en  los  alimentos  se  han  centrado, 
principalmente, en el ECVT O157. No obstante, también se han llevado a cabo estudios 
para las cepas de ECVT no O157 (AESAN, 2012). 
Actualmente,  se encuentran en desarrollo y evaluación varios  tipos de  intervenciones 
pre‐sacrificio de  los animales, mientras que  se han validado e  incorporado numerosas 
intervenciones post‐sacrificio que tienen como objetivo descontaminar la canal después 
de la carnización de los animales (AESAN, 2012). Por otro lado, las tecnologías actuales o 




dirigir,  fundamentalmente, a  la prevención de  la contaminación,  tanto en pre‐cosecha 
como en post‐cosecha (OMS, 2008). 
• Las buenas prácticas agrícolas (BPA), de higiene (BPH), de fabricación (BPF) y Análisis de 
Peligros y de Puntos de Control Críticos  (APPCC)  son  las primeras medidas a  tener en 
cuenta en el control de ECVT y otros microorganismos patógenos, tanto en alimentos de 
origen animal como vegetal. Estos manuales de buenas prácticas describen las medidas 
preventivas  relativas  a  las  operaciones  agrícolas,  de  fabricación  y  de  higiene,  con  el 
objeto de  reducir  la  contaminación del producto y proporcionar orientación  sobre  las 




de  procesado  y  embalaje  es  un  requisito  indispensable  para  conseguir  la  máxima 
inocuidad alimentaria. 
• El  tipo de  alimentación de  los  animales de  granja parece  contribuir  a  la presencia de 
animales portadores de larga duración, por lo que es esencial considerar el desarrollo de 
alimentos  que  disminuyan  la  excreción  de  E.  coli  por  parte  de  dichos  animales, 
especialmente de aquellos destinados a la producción de carne y, por tanto, con destino 
al matadero  (Berg  et  al.  2004, Wells  et  al.  2009).  Alternativamente,  con  objeto  de 
disminuir  la  presencia  de  dichos  portadores  en  granja  se  está  evaluando  el  uso  de 
vacunas  (Johnson  et  al.  2008;  Smith,  2014;  Cernicchiaro  et  al.  2014;  Stanford  et  al. 
2014a;  Kerner  et  al.  2015),  así  como  la  posibilidad  de  alimentar  al  ganado  con 
probióticos (DFM, direct‐fed microbial) (Smith, 2014; Cernicchiaro et al. 2014; Stanford 
et al. 2014a, 2014b). 
• Es  imprescindible  usar  agua  de  buena  calidad  microbiológica  para  la  bebida  de  los 
animales,  tomar  las medidas necesarias para  su higienización  y evitar  la presencia de 
materia orgánica. Asimismo, se debe usar agua, para riego y la agricultura en general, de 
una calidad microbiológica adecuada (Buck et al. 2003; Semenov et al. 2009). A nivel de 




• Es  necesario  evitar  el  acceso  de  animales  de  granja  (rumiantes  en  particular)  en  el 
entorno  inmediato  de  los  campos  de  cultivo.  Asimismo,  se  debe  controlar  la 
contratación, manejo  y  tratamiento  de  estiércol  y  purines  que  se  van  a  utilizar  para 
fertilizar  los campos destinados al cultivo de  frutas y hortalizas para consumo humano 
(Semenov et al. 2010). 
• El  único  método  eficaz  y  permitido  de  eliminación  de  ECVT  de  los  alimentos  es  la 





autorizó  la utilización del ácido  láctico para reducir  la contaminación microbiológica de 
superficie de canales, medias canales o cuartos de bovinos en matadero, siempre que 
las  soluciones  de  ácido  láctico  cumplan  las  especificaciones  establecidas  en  el 
Reglamento  (UE)  Nº  231/2012  (relativa  a  las  especificaciones  para  los  aditivos 
alimentarios),  que  se  apliquen  únicamente mediante  pulverización  o  nebulización  en 
concentraciones comprendidas entre el 2% y el 5% a temperaturas no superiores a 55 
°C,  y  en  condiciones  controladas  y  comparables  que  se  hallen  dentro  del  sistema  de 
gestión  basado  en  los  principios  de  APPCC.  Está  demostrado,  que  el  uso  de  agua 
caliente,  de  vapor  a  presión  y  lavado  con  ácido  láctico  para  descontaminar  canales 
reduce  de  forma  eficaz  la  contaminación  por  ECVT  O157  (Koohmaraie  et  al.  2005; 
Bosilevac et al. 2006). Estas técnicas de intervención para eliminar la contaminación de 










de  varias  tecnologías  de  conservación  no  térmica  y  térmica  bajo  el  nombre  de 
tecnologías de barrera, con el fin de potenciar su eficacia (AESAN, 2012). A pesar de que 
la  aplicación  de  estas  tecnologías  no  está  permitida  por  la  ley,  algunas  resultan muy 
prometedoras, como es el caso de  las altas presiones hidrostáticas y  la  luz ultravioleta, 
ya que  tienen pocos  inconvenientes para su aprobación por  las autoridades sanitarias, 
por no necesitar etiquetado especial ya que no conllevan el uso de aditivos químicos y si 
se  aplican  adecuadamente  no  producen  cambios  en  la  textura,  sabor  y  aroma  del 
producto (Hayakawa et al. 1994; Alpas et al. 1999; Chun et al. 2010). 
• En mataderos  y  salas  de  despiece,  se  debe  garantizar  una  formación  básica  para  los 
manipuladores de alimentos sobre  las prácticas de higiene. Entre otros aspectos, debe 





la  higiene  de  los  locales  destinados  al  almacenamiento  y  procesado  de  alimentos, 
incluyendo  los planes de  control de plagas. Puesto que hay  evidencias de portadores 
asintomáticos  de  ECVT  (Stephan  et  al.  2000),  el  seguimiento  y/o  la  exclusión  de  los 
portadores  de  ECVT  relacionados  con  la  manipulación  de  los  alimentos  se  debe 
considerar como una opción de control. 
• Una vez obtenido el producto final, el envasado se ha convertido en un punto de control 
de  contaminación  importante,  hoy  en  día  la  utilización  de  envasado  en  atmósfera 
protectora  (vacío, modificada o controlada) está ampliamente extendido, aunque ésta 
conlleva ciertos  riesgos biológicos y  su efecto  sobre el crecimiento de algunas bacterias 
patógenas  de  transmisión  alimentaria  aún  necesita  ser  evaluado  AESAN, 
http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/docs/docs/evaluacion_riesgos/otras_actividades/UIMP
_seg_alimentaria_nutricion/Maria_Luisa_Garcia_Lopez.pdf).  Por  otro  lado,  la  utilización 
de envases activos con antimicrobianos, parecen estar dando resultados prometedores. 
Otero  y  colaboradores  (2014),  evaluaron  2  films  con  actividad  antimicrobiana  contra 
ECVT O157 para queso de oveja  y determinaron que  la  combinación de  films de PET 
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(polietileno  tereftalato)  cubiertos  con  ≥  6%  de  LAE  (etil  lauroil  arginato)  como 
antimicrobiano, pueden  ser útiles para  reducir el número de  cepas de ECVT O157 en 
queso de oveja. No obstante, muchos  sistemas  antimicrobianos que han demostrado 
fuerte actividad en modelos in vitro, no han mostrado una actividad similar en alimentos 







los  alimentos.  La  carne,  y  en  especial  la  carne  picada,  debe  ser  cocinada  el  tiempo 
suficiente para garantizar la inactivación bacteriana contaminante. Es importante evitar 
la contaminación cruzada de los alimentos que se van a comer crudos (frutas y verduras) 
con  carne  fresca  no  cocinada.  Se  debe  realizar  una  distribución  adecuada  de  los 










En  los  últimos  años  el  desarrollo  de métodos  para  la  detección  de  ECVT  se  ha  visto 
intensificado debido, fundamentalmente, a 3 factores: 






Por  otro  lado,  algunos  estudios  han  demostrado  que  incluso  empleando  técnicas 
inmunológicas y genéticas muy sensibles, en  la mayoría de  las muestras, menos del 1% 
de los E. coli son ECVT, hecho que dificulta mucho su detección. Además, cabe destacar 




O45, O91, O103, O104, O111, O113, O121, O128, O145, O146  y O157)  (Beutin  et  al. 
2004; Brooks et al. 2005; Kappeli et al. 2011; ECDC/EFSA, 2011); con pocas excepciones, 
se han aislado cepas de ECVT de casi todos  los serotipos conocidos. Además, se aíslan 
tanto  de  humanos,  animales  y  alimentos muchas  cepas  de  ECVT  con  antígeno O  no 










única  vía  para  detectar  todos  los  tipos  de  ECVT  procedentes  de  cualquier  tipo  de 
muestra (Bettelheim y Beutin, 2003; Paton y Paton, 2003). 
En  las últimas 3 décadas se han desarrollado numerosas  técnicas para  la detección de 





verotoxinas  o  la  expresión  de  los  genes  vt  (Beutin  et  al.  2007,  2008).  Estudios 
comparativos han demostrado que son más sensibles para  la detección de verotoxinas 
que  las  pruebas  inmunológicas  (Paton  y  Paton,  1998).  Sin  embargo,  los  límites  de 
detección pueden ser críticos si las muestras contienen bajas cantidades de toxina o si la 
prueba falla en la detección de ciertos subtipos de VT1 o VT2 (Beutin et al. 2007, 2008; 
Staples et al. 2012). Además,  las muestras  fecales, de alimentos y ambientales  suelen 
tener  una  mezcla  de  un  gran  número  de  bacterias  que  pueden  producir  toxinas 
diferentes a VT, pero con  la misma actividad sobre  las células Vero o Hela, por  lo que 
este tipo de pruebas pueden producir resultados no concluyentes (Beutin y Fach, 2014). 
Para análisis de rutina se usan con poca frecuencia, ya que son pruebas muy laboriosas, 




partículas  de  látex,  sistemas  inmunocromatográficos  o  de  transferencia  de  colonia 
(colony immunoblot); casi todas disponibles comercialmente.  
Se ha evaluado  la sensibilidad y especificidad de numerosos kits comerciales de ELISA, 
inmunocromatografía  y  aglutinación  con  partículas  de  látex,  demostrando  que  estos 





sistemático en  los  laboratorios de  inspección de alimentos de dicho país  (Beutin et al. 
2010).  
Las pruebas basadas en el ADN o de biología molecular, como la PCR convencional y más 






sensible  y  específica;  además,  su  potencial  de  automatización  la  convierte  en  la 
herramienta más  adecuada  para  el  análisis  de  un  gran  número  de muestras.  Existen 
numerosos tests comerciales de RT‐PCR validados por AFNOR (Association Française de 
Normalisation) o AOAC (Association of analytical communities) como: ADIAFOOD Rapid 
Pathogen Detection  System  for  E.  coli  (AES  Chemunex), Assyrabce GDS™  Shiga  Toxin 






Organización  Internacional de Estandarización  (ISO, 2012)  (ISO/TS 13136:2012), norma 




algunas  limitaciones,  como  fallos  en  la  PCR  provocados  por  compuestos  inhibidores 
presentes en los alimentos (Bélanger et al. 2002; Stefan et al. 2007; Auvray et al. 2009; 
Fratamico  et  al.  2009,  2011;  Derzelle  et  al.  2011);  fallos  en  la  detección  de  algunas 
variedades de VT (Beutin et al. 2009; Reischl et al. 2002; Margot et al. 2013) y valores de 











Una  de  las  herramientas  de  tipado  molecular  más  utilizadas  en  el  marco  de  la 
epidemiología  local  es  la  electroforesis  en  campo  pulsante  (PFGE),  que  proporciona 




a)  vigilancia  de  rutina  de  enfermedades,  b)  seguimiento  y  control  de  brotes  y  c) 




grado  de  discriminación.  En  la  valoración  de  la  EFSA/ECDC  (2014),  fue  el  segundo 
método  de  tipado  mejor  valorado.  Sin  embargo,  los  protocolos  estandarizados 
actualmente  solo  permiten  el  tipado  de  ECVT  O157,  lo  que  representa  una  gran 
limitación para esta técnica. 
En el marco de la epidemiología global, el tipado de secuencias multilocus (MLST) es una 
herramienta  ampliamente  utilizada  para  definir  grupos  clonales  dentro  de  E.  coli  y 
establecer  las  relaciones  filogenéticas  existentes  entre  ellos  (Karama  et  al.  2010; 
Chaudhuri y Henderson, 2012).  
La  llegada de  las  técnicas basadas en  la  secuenciación masiva  (WGS) han marcado un 
antes y un después en el  tipado molecular. Permitiéndonos entender mejor  cualquier 
variación  dentro  y  entre  especies,  lo  que  se  traduce  en  la  capacidad  de  diferenciar 
organismos con una precisión que no permite ninguna otra tecnología. 
El beneficio más prometedor y de mayor envergadura a nivel de seguridad alimentaria 
de este tipo de técnicas, consiste en  la combinación de  la  información genómica de un 
patógeno de transmisión alimentaria, con su ubicación geográfica, y la aplicación de los 
principios de la biología evolutiva para determinar la relación de los agentes patógenos. 
Puesto que  la  información genómica de una especie de patógeno  transmitida por  los 




conocer  las  áreas  geográficas  a  las  que  los  patógenos  están  típicamente  vinculados 
puede  ser  una  herramienta  muy  poderosa  en  la  búsqueda  del  origen  de  la 
contaminación de un producto alimentario. Esto  supondría una  reducción  significativa 







en  la  Comunidad  fue  creada  en  1998  (Decisión Nº  2119/98/CE),  no  es  hasta  el  2009 
(Decisión  Nº  2009/312/CE,  relativa  a  las  redes  especializadas  de  vigilancia  de 




El  Reglamento  (CE)  Nº  2073/2005  y  su  posterior modificación  (Reglamento  (CE)  Nº 
1441/2007),  establecen  los  criterios  microbiológicos  aplicables  a  los  productos 
alimenticios  (Tabla 32). Además,  en dicho  reglamento  se describe un dictamen  sobre 
ECVT  en  los productos  alimenticios  en  que  se  concluye  que  es  poco  probable  que  la 
aplicación  de  normas microbiológicas  para  ECVT O157  en  el  producto  final  produzca 
reducciones  significativas  del  riesgo  asociado  para  los  consumidores. No  obstante,  el 
establecimiento de las directrices microbiológicas destinadas a reducir la contaminación 
fecal a  lo  largo de  la cadena alimentaria puede contribuir a  reducir  los  riesgos para  la 
salud pública, incluido el riesgo relacionado con la ECVT. Por lo tanto, determinaron las 
siguientes categorías de alimentos en  las que  la ECVT suponen un riesgo para  la salud 
pública:  carne  de  vacuno  y,  posiblemente,  carne  de  otros  rumiantes,  cruda  o  poco 
hecha,  carne  picada  y  carne  de  vacuno  fermentada  y  sus  productos  derivados,  leche 







n c m  M 
1.25  Moluscos bivalvos vivos y equidermos, tunicados y gasterópodos vivos  1
a  0  230 NMP/100 g de carne y líquido intravalvar 
2.1.6  Carne picada 5 2 50 ufc/g  500 ufc/g 
2.1.7  Carne separada mecánicamente (salas de despiece)  5  2  50 ufc/g  500 ufc/g 
2.1.8  Preparados cárnicos  5 2 500 ufc/g  5000 ufc/g 





5  2  10 ufc/g  100 ufc/g 
2.4.1  Productos pelados y descabezados de crustáceos y moluscos cocinados  5  2  1 ufc/g  10 ufc/g 
2.5.1  Frutas y hortalizas troceadas (listas para el consumo)  5  2  100 ufc/g  1000 ufc/g 














210/2013  y  (EU)  Nº  211/2013.  Destacar  que  el  Reglamento  (EU)  Nº  209/2013,  que 
establece criterios microbiológicos para brotes y semillas, señala por primera vez a nivel 
legislativo,  serogrupos  concretos  (O157,  O26,  O103,  O111,  O145  Y  O104)  como  los 
mayores causantes de SUH en la UE. 
El Reglamento (CE) Nº 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo de 28 de enero 
2002, establece  los principios y  los requisitos generales de  la  legislación alimentaria, se 
crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y se fijan los procedimientos 
relativos a la seguridad alimentaria.  
El  artículo  14  de  este  Reglamento,  prohíbe  introducir  alimentos  no  seguros  en  el 
mercado.  Definiendo  un  alimento  no  seguro,  como  aquel  que  se  considera  que  es 
A. HERRERA 
100 
perjudicial  para  la  salud  o  no  apto  para  el  consumo  humano.  Una  vez  que  en  un 
alimento  se ha  identificado un peligro que puede provocar un perjuicio para  la  salud, 
debe llevarse a cabo una evaluación del riesgo asociado, teniendo en cuenta el potencial 
de exposición de los consumidores a este peligro. Esta evaluación de la exposición debe 






germinadas,  la  mayoría  de  los  estados  miembros  de  la  UE  han  aumentado 
significativamente  el  número  de  controles  oficiales  destinados  a  la  detección  de  la 
presencia de ECVT en  los alimentos. Estos controles se  refieren,  tanto a  los productos 
alimentarios de importación como a los de producción nacional. 
La  complejidad de  los ECVT está  relacionada  con  la dificultad de  la designación  como 





En  abril  de  2013,  la  EFSA  publicó  un  dictamen  científico  sobre  "VTEC‐seropatotipo  y 
criterios  científicos  respecto  a  la  evaluación  de  la  patogenicidad"  (EFSA, 
http://www.efsa.europa.eu/en/search/doc/3138.pdf).  Este  dictamen  reconoce  que, 
aunque  todavía no  es posible definir  completamente  los  ECVT patógenos humanos o 
identificar  los factores de  los ECVT que predigan plenamente el potencial patógeno en 
humanos, una clasificación molecular puede dar una primera aproximación que podría 







el  Reglamento  (CE)  Nº  2073/2005  relativo  a  los  criterios  microbiológicos  de  los 
productos alimenticios  (excepto para semillas y brotes),  la gestión de un positivo para 
ECVT por parte de los estados miembros puede ser complicada. 











el  consumo  y  que  por  regla  general  se  consumen  sin  un  tratamiento  suficiente  para 
poder eliminar o reducir a un nivel aceptable el riesgo de infección por STEC (por ejemplo 
carpaccio y alimentos  lácteos que  se  consuman  frescos  sin  tratamiento  térmico,  como 
quesos de leche cruda). 
• Alimentos  de  bajo  riesgo:  son  aquellos  que  de  forma  habitual  se  someten  a  un 
tratamiento adecuado que permita eliminar o reducir a un nivel aceptable el riesgo de 























del  artículo  14  del  Reglamento  (CE)  n°  178/2002,  procederse  al  rechazo  de  la 
partida. 






El alimento  se considerará no  seguro y, por  tanto, deberá procederse al  rechazo de  la 
partida (en aplicación del artículo 14 del Reglamento (CE) n° 178/2002). 
• En  caso  contrario,  es  decir,  si  no  se  detecta  ninguno  de  los  serogrupos  arriba 













































































































serotipos en  la  lista de ECVT altamente patógenos  (O91:H21, O113:H21, O5:HNM y el 
O165:H25). 
Actualmente,  al  igual  que  hizo  España  con  la  instrucción  IM/04/2014  y  basándose 
también el dictamen científico que la EFSA publicó en 2013, sobre "VTEC‐seropatotipo y 
criterios  científicos  respecto  a  la  evaluación  de  la  patogenicidad"  (EFSA, 
http://www.efsa.europa.eu/en/search/doc/3138.pdf),  la  Comisión  Europea  está 




alimenticios  y no proporcionará orientación  sobre  la  forma de  vigilancia o monitoreo 
ECVT que deben  llevar a cabo  los estados miembros o  los productores de alimentos, ni 
sobre  estrategias  de  muestreo  para  ECVT  en  los  alimentos,  sino  que  servirá  de 
herramienta de actuación en caso de obtener un positivo para ECVT en un alimento. 












Para  los  alimentos de  este perfil,  establece que  es  suficiente  con que  el positivo  sea 







virulentos,  que  en  este  caso  excluye,  con  respecto  a  la  norma  vigente  (Instrucción 
IM/04/2014), a los serogrupos O5, O91, O113, O121 y el O165. Además, no deja margen 




Por  otro  lado,  para  alimentos  contaminados  por  ECVT muestreados  a  lo  largo  de  la 
cadena alimentaria (excepto a nivel de venta al por menor), incluye la posibilidad de que 






























































































































































la  EFSA  con  el  apoyo  científico  y  técnico  de  los  Laboratorios  de Referencia  Europeos 
(EULRs) y los Laboratorios Nacionales de Referencia (NRLs).  
Estos  datos  de  tipado molecular  de  cepas  EVCT  procedentes  de  animales,  piensos  y 
alimentos se compararían con los de infecciones humanas recogidos por el ECDC dentro 
del programa de vigilancia de FWD (Food‐ and water‐borne Disease), lo que permitiría la 
comparación  sistemática entre  cepas de origen humano y no humano,  facilitando así, 
posibles  investigaciones  epidemiológicas,  particularmente  en  casos  de  brotes 
internacionales (ECDC, 2013; EFSA/ECDC, 2014). 

















































































Debido a  la dificultad que  supone  la detección y el aislamiento de  los Escherichia  coli 
diarreagénicos  en  alimentos,  son  muy  pocos  los  laboratorios  a  nivel  mundial  que 
realizan la investigación de todos los patotipos de forma sistemática. Desde el año 1995, 
el LREC viene realizando la investigación de ECVT en carne picada de vacuno puesta a la 
venta en  las  carnicerías de  la  ciudad de  Lugo, y desde el año 2009  se ha ampliado el 
análisis a otros alimentos de origen animal y vegetal. Desde marzo del año 2005, se está 
también realizando el estudio del resto de los grupos de E. coli diarreagénicos, así como 
de  las  cepas de E.  coli productoras de BLEE y del grupo  clonal ST131 para  conocer el 
riesgo existente para la salud pública. 
En el presente estudio nos hemos planteado los siguientes objetivos: 
1. Conocer  la  calidad  microbiológica  de  diferentes  tipos  de  alimentos,  cárnicos  y 




3. Conocer  las características  (serotipos, genes de virulencia, patrones de  resistencia y 
perfiles  de  macrorrestricción)  de  las  cepas  de  E.  coli  diarreagénicas  aisladas, 
centrándonos fundamentalmente en las cepas ECVT, con objeto de conocer su potencial 
patógeno, grado de clonalidad y similitud con cepas de origen humano. 




























agar y  se  conservaron a  temperatura ambiente en  tubos vacutainers estériles. En estas 
condiciones  las cepas de E. coli mantienen  su viabilidad,  sin necesidad de  resiembra, al 





















FV10041  chuA, yjaA, TSPE, ibeA, KpsM II, KpsM II‐K2, fimH, fimAvMT78, papEF, iroN, malX, papG III, sfa/focDE, cnf1, hlyA, neuC‐K1, usp, uidA 
FV10042  papG I, kpsM II‐K5, chuA, yjaA, TSPE, KpsM II, KpsM II‐K2, fimH, papEF, iroN, malX, cnf1, hlyA, neuC‐K1, usp, uidA 











































































Se  analizaron  un  total  de  1.253 muestras  de  alimentos,  incluidas  950  obtenidas  por 
muestreo  directo  en  puntos  de  venta  al  consumidor  en  la  ciudad  de  Lugo,  171 
procedentes de carnes y 132 procedentes de productos lácteos remitidas por direfentes 






• Carne  de  vacuno:  se  recogieron  200  muestras  de  carne  de  vacuno  picada  (entre 
octubre  de  2011  y  julio  de  2012),  110  de  carne  picada  fresca  con  un  tamaño  de 










g  aproximadamente;  y  30  bandejas  de  pechugas  de  pollo  envasadas  en  atmósfera 
modificada,  con  un  tamaño  de  muestreo  que  varió  de  200  g  a  500  g,  según  la 
presentación del producto.  
• Productos agrícolas:  se  recogieron un  total de 350 muestras  (entre  junio de 2011  y 
noviembre 2012) que  incluían: 125 ensaladas envasadas  listas para el consumo; y 225 






















Carne de vacuno  Muestreos, Lugo oct 2011‐jul 2012  110 (picada) 90 (picada‐atm. modificada) 
Carne de cerdo  Muestreos, Lugo ene 2011‐Jun 2012  155 (picada) 45 (picada‐atm. modificada) 
Carne de pollo  Muestreos, Lugo sep 2009‐dic 2010  170 (picada) 30 (picada‐atm. modificada) 



























un  97%  de  las  cepas  de  E.  coli  producen  β‐glucuronidasa,  que  al  reaccionar  con  un 
indicador presente en el medio produce  colonias de  color verde oscuro o azul verdoso 
(Figura 22).  




• Pesar  asépticamente  25  g  del  alimento  y  añadirlos  a  225  ml  de  agua  de  peptona 
tamponada  (APT)  en  una  bolsa  estéril  de  doble  filtro.  Homogenizar  en  un  Stomacher 
durante 90 s constituyendo un dilución 1:10. 












•  Confirmadas  las  colonias  como  E.  coli  se  hace  el  cálculo  del NMP, multiplicando  el 
número de colonias confirmadas por el factor de dilución. 






En  la  Tabla  36  se  esquematiza  el  protocolo  seguido  para  la  detección  de  E.  coli 





























y vt2),  la  intimina específica de ECVT O157  (eae‐γ1) y  los 
antígenos O157 y H7 
PCR  del  crecimiento  confluente  para  la  detección  de  los 
genes  vt1  y  vt2  y  los  genes  específicos de  ECEPt  y  ECEPa 






Seleccionar  10  colonias  sorbitol  negativas  y  analizarlas 
individualmente  mediante  PCR  para  los  genes  que 
codifican para (VT1, VT2, O157, H7 y la intimina γ1). 
En  caso  de  PCR+ para  alguno  de  los  genes  seleccionados, 
seleccionar  50  colonias  y  hacer  la  PCR  conjuntamente  en 




Determinación del  serotipo O:H de  las  cepas  ECVT,  ECEA, 





















Las Dynabeads® utilizadas en  la SIM  son perlas de polímero de  tamaño uniforme que 
exhiben propiedades magnéticas solo cuando están dentro de un campo magnético y no 
muestran magnetismo  residual  al  retirarlas  del mismo.  Cuando  las  agregamos  a  una 
suspensión heterogénea,  las Dynabeads® se unirán al blanco  (células, ácidos nucleicos, 
proteínas u otras biomoléculas). Esta  interacción está basada en  la afinidad específica 




La  SIM  para  la  captura  del  antígeno  O157  (Dynabeads®  anti‐E.  coli  O157,  Life 
Technologies™)  emplea  perlas  tapizadas  con  anticuerpos  anti‐O157  que  se  unen 
específicamente  al  antígeno  O157  de  E.  coli.  Dichas  perlas  se  añaden  a  la muestra 







vancomicina  (8 mg/l),  cefixima  (0,05 mg/l)  y  cefsulodín  (10 mg/l).  Estos  antibióticos 








• Insertar  la  banda magnética  en  el MPC  y  esperar  5 min.  Las  partículas magnéticas 


















La  presencia  de  cepas  de  E.  coli  portadoras  de  genes  de  virulencia  de  los  diferentes 
patotipos  de  E.  coli  diarreagénicos  y  de  ExPEC,  y  de  genes  que  codifican  para  el 
antígenos O25b  y  enzimas BLEE,  así  como  su  caracterización,  se determinó mediante 






El  protocolo  de  procesado  de  las muestras  de  alimentos  para  obtener  el  aislamiento 
bacteriano figura en la Tabla 36. 










• Recoger  con  un  asa  estéril  el  crecimiento  equivalente  a  1  o  2  colonias  y 

























Los  productos  amplificados  en  las  pruebas  de  PCR  se  visualizaron  mediante 
electroforesis en gel de agarosa (Seakem® LE agarose, Lonza) al 2% en tampón TBE (89 
mM Tris, 89 mM ácido bórico, 2,5 mM EDTA), cargando en cada pocillo 12 μl de muestra 
amplificada.  En  todos  los  casos  se  incluyeron  cepas  control  positivas  y  negativas. 


















539  55  Mora et al. 2011b VT1‐R  TCAGCAGTCATTACATAAGAAC 
ECVT  stx2 
VT2‐F1  TTTCTTCGGTATCCTATTCCC 




556  64  Paton y Paton, 2005 SubSCDR  TATAGCTGTTGCTTCTGACG 
ECVT  stcE 
stcE‐Fw  GGCTCCGGAGGTGGGGGAAT 
399  64  Bustamante et al. 2011 stcE‐Rv  GAAGCCGGTGGAGGAACGGC 
ECVT  E‐hlyA 
hlyA‐1  GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 
1551  60‐62  Schmidt et al. 1995a hlyA‐4  TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 
ECVT  saa 
Saa‐C  CAGATGCTGCTACAGTTGGCCA 




510  55  Mora et al. 2011b EAE‐MBR  TCCAGAATAATATTGTTATTACG 
ECEPt  bfp 
EP1  AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 
326  55  Gunzburg et al. 1995 EP2  GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 
ECEI  inv 
EI1  GCTGGAAAAACTCAGTGCCT 
424  55  Tornieporth et al. 1995 EI2  CCAGTCCGTAAATTCATTCT 
ECEA  pCDV432 
pCVD432/start  CTGGCGAAAGACTGTATCAT 
630  60  Schmidt et al. 1995b pCVD432/stop  CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 
ECEA  aaiC 
aaiC‐F  TGGTGACTACTTTGATGGACATTGT 
313  62  Boisen et al. 2012 aaiC‐R  GACACTCTCTTCTGGGGTAAACGA 
ECEA  aggR 
aggR‐F  GCAATCAGATTAARCAGCGATACA 
426  62  Boisen et al. 2012 aggR‐R  CATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG 
ECET  eltA 
LT‐A‐1  GGCGACAGATTATACCGTGC 
696  55  Schultsz et al. 1994 LT‐A‐2  CCGAATTCTGTTATATATGTC 
ECET  est 
STa‐A  ATTTTTATTTCTGTATTGTCTTT 










508  66  Johnson y Stell, 2000 fimH r  GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 
fimAvMT78 
fimA201  TCTGGCTGATACTACACC 
266  52  Marc y Dho‐Moulin, 1996 fimA215  ACTTTAGGATGAGTACTG 
papEF 
PapEF f  GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 















410  64  Le Bouguenec et al. 1992 sfa2  CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 
afa/draBC 
afa1  GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 

























1177  58  Yamamoto et al. 1995 hly r  ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 
iucD 
Aer f  TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 
































































kpsM II  neuC‐K1  kpsM II‐K2  kpsM II‐K5 
kpsM II‐K1  +  +  +  ‐ 
kpsM II‐K2  +  ‐  +  ‐ 










820  60  Blanco J.E.et al. 2004 EAE‐A CACTCTTCGCATCTTGAGCT
eae‐α2 
IH2498aF  AGACCTTAGGTACATTAAGTAAGC
517  60  Blanco J.E.et al. 2004 IH2498aR  TCCTGAGAAGAGGGTAATC
eae‐β1  B1F CACAATTAATGCACCGGGT 241  55  Blanco M.et al. 2006b B1R GCTTGATACACCTGATGACT
eae‐β2B  B2F TGAAGGGGGGAACCCCTGTG 564  62  Blanco et al. 2006b B2R TTTCTTTTGACTGTGCTAAAGC
eae‐δ/κa 
EAE‐FN CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC
669  50  LREC, sin publicar EAE‐DB  ATATGTCATCCGATTAAT
eae‐β3 
42584F   AAGCGGATAACGCTGATACC 
950  52  LREC, sin publicar EAE‐RB2  ATATTTATTAGCAGCTCCCCA
eae‐γ1 
EAE‐FB AAAACCGCGGAGATGACTTC
804  60  Blanco J.E.et al. 2004 EAE‐C1 AGAACGCTGCTCACTAGATGTC
eae‐ϴ/γ2a 
EAE‐C2F  AGAACGTTACTGGTGACTTA
414  58  Blanco et al. 2006b EAE‐C2R  CTGATATTTTATCAGCTTCA
eae‐ε1  EAE‐FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 722  66  Blanco J.E.et al. 2004 EAE‐LP5  AGCTCACTCGTAGATGACGGCAAGCG
eae‐νR/ε2 
EAE‐E2F  AATACAGAAGTTAAGGCAT
378  58  Blanco et al. 2006b EAE‐E2R  ACGACCACTATTCATTTC
eae‐ε3 
EAE‐FN CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC
783  60  LREC, sin publicar 31923R  CTCATAACGATTAGCTGCC
eae‐ε4 
37159F  GGCATAGAAGCTATTACC
951  50  LREC, sin publicar EAE‐RB3  ATAACTATTGGCAGCGCCCCA
eae‐ζ  Z1 GGTAAGCCGTTATCTGCC 206  68  Blanco J.E.et al. 2004 Z2 ATAGCAAGTGGGGTGAAG
eae‐η1/η2  EAE‐FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 702  60  Blanco et al. 2006b ETA‐B TAAGCGACCACTATTCGTG
eae‐η1  ETA‐FN CGCTTTGTTTAATGCCGATAAA 410  62  Blanco et al. 2006b ETA‐RN  GACTGCGTAATGCACTG
eae‐η2 
ETA2‐F1  TGCTTTGTTTAATTCTGATAAG
410  52  LREC, sin publicar ETA2‐R1  GGCTACGTAATGAACTA
eae‐ι1 
EAE‐FB AAAACCGCGGAGATGACTTC
651  55  Blanco et al. 2006b IOTA‐B GTCATATTTAACTTTTACACTA
eae‐ι2 
Iota2‐F CTGGTAAAGCGATAGTCAAAC
936  58  Blanco et al. 2006b Iota2‐R GCGTTTTTGAAGAAACATTTTGC
eae‐λ  68.4F ATGTAACGTTTTTAACAACTGC 389  55  LREC, sin publicar 68.4R TACAACCTTAATAACAGCCTC
eae‐μB  EAE‐FN CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC 710  58  LREC, sin publicar MICRA2  TGTGAGGATGGCAGAGAGCC
eae‐νB 
IH1229aF  CACAGCTTACAATTGATAACA
311  60  Blanco J.E.et al. 2004 IH1229aR  CTCACTATAAGTCATACGACT
eae‐ξB 
EAE‐FN CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC
739  64  LREC, sin publicar B49RN ACTCATTCGTAGATAGCGGTAAACGG
eae‐ο 
H2997fF  AGCGTTAGCAATGCCGCAGTTGAT
271  60  Blanco et al. 2006b IH2997fR  CAACGGTAATTGTTGTTTCC
eae‐π  1015F GAACTTTGGTAAGTTGGAT 479  55  LREC, sin publicar 1015R CAGCAGAGCTATAGATTT
eae‐ρ  4794F TAACAACAGGGAACGACGGACGC 302  66  LREC, sin publicar 4794R TAGTCCTGTAGTTGACTCCACG
eae‐σ 
Sigma‐F  GCTCAAGCACAAACTGCAAT







1125  55  LREC, sin publicar EAE‐R11 TCTTCGGAGGGTTTTTTATT
EAE‐FBN  CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC




































vt2b  Vtx2b‐F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 251  62 
Vtx2b‐R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG
















vt2g  Vtx2g‐F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC 573  62 
Vtx2g‐R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT
Tabla 42. Primers utilizados para la detección y tipificación de E. coli productoras de BLEE 







































483  55  Leflon‐Guibout et al. 2004 CTX‐M‐F2  GAATTTTGACGATCGGGG 
blaSHV 
SHV‐F2  TTGTCGCTTCTTTACTCGCC 
879  58  Mora et al. 2013 SHV‐R2  CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC 
blaSHV 
bSHV‐1  GGGTTATTCTTATTTGTCGC 
930  48  Rasheed et al. 1997 bSHV‐2  TTAGCGTTGCCAGTGCTC 
blaTEM 
aTEM‐1‐F  ATGAGTATTCAACATTTCCG 


























































497  55  Desmarchelier et al. 1998 O157‐AR  CATTGGCATCGTGTGGACAG 
 
Tabla 44. Primers utilizados para la tipificación del antígeno H 

















































Grupo filogenético  chuA  yjaA  TSPE4.C2 
A  ‐  + / ‐  ‐ 
B1  ‐  + / ‐  + 
B2  +  +  + / ‐ 
D  +  ‐  + / ‐ 
 
3.4.3. Secuenciación  
La  secuenciación  de  fragmentos  de  ADN  se  empleó  para  el  tipado  de  las  enzimas 
producidas por  las cepas BLEE y de algunas  intiminas, así como para el clonotipado. Se 
llevó  a  cabo  en  la  “Plataforma  de  Secuenciación  e  Xenómica  Funcional”  del 
departamento de  Xenética de  la  Facultade de Veterinaria del  campus de  Lugo  (USC), 
mediante el método Sanger. El equipo empleado con este fin fue un analizador genético 
ABI  3100  (Applied  Biosystems)  con  los  reactivos  BigDye  Terminador  v3.1  cycle 








de  fluorescencia  que  permite  conocer  la  cantidad  de  ADN  sintetizado  en  el mismo 
momento  en  que  la  muestra  emite  la  señal  fluorescente,  ya  que  la  emisión  de 
fluorescencia producida en  la reacción es proporcional a  la cantidad de copias de ADN 
formado (Fonseca et al. 2010). 
La  fluorescencia  evaluada  es  la  que  se  produce  durante  la  fase  de  crecimiento 





















En el  transcurso de  la  reacción,  la  sonda  se une a  su  secuencia diana  cuando ésta  se 
encuentra presente en  la  reacción. Durante  la extensión de  la  cadena,  la actividad 5´ 
exonucleasa  de  la  enzima  Taq ADN  polimerasa  provoca  la  liberación  del  fluorocromo 
donador  del  extremo  5´  de  la  sonda  y  al  separarse  del  aceptor  comienza  a  emitir 
fluorescencia (Figura 25).  
Cuanto mayor es la cantidad de producto generado, mayor es la cantidad de sondas que 











anteriormente,  presenta  otra  serie  de  ventajas  frente  a  la  PCR  convencional 
(www.lifetechnologies.com): 
• Es  una  técnica más  rápida,  ya  que  durante  la  reacción  solo  emplea  dos  etapas  por 
ciclo, mientras que la PCR convencional necesita tres. Esto es debido al pequeño tamaño 
de los amplicones (entre 50 y 150 pb), de manera que el tiempo invertido en pasar entre 
las  fases  de  unión  de  los  primers  y  de  desnaturalización  es  suficiente  para  copiar  la 
secuencia diana. Además,  la RT‐PCR emplea el Ct  como medida  fiable del número de 
copias  inicial de ADN diana en  la muestra, en  lugar de medir el producto acumulado a 
tiempo final. 
















utilizan  un  “quencher”  no  fluorescente  (NFQ)  que  actúa  como  un  aceptor  de 
transferencia  de  energía  del  donador,  pero  que  no  emite  una  señal  fluorescente 
detectable  por  sí misma.  Esto  permite  obtener  una  señal más  limpia  que  facilita  la 
interpretación de los datos. 
 





• TaqMan®  Enviromental  Master  MIX  2.0:  incluye  ApliTaq  Gold®  DNA 
Polymerasa y una referencia interna pasiva.  
• TaqMan®VT1  (stx1)/IPC  Assay:  incluye  primers  para  vt1  y  sonda  Taqman® 
marcada con FAM™‐MGB; y primers IPC y sonda Taqman® VIC®‐MGB. 
• TaqMan®VT2  (stx2)/IPC  Assay:  incluye  primers  para  vt2  y  sonda  Taqman® 
marcada con FAM™‐MGB, y primers IPC y sonda Taqman® VIC®‐MGB. 
• Control  Positivo  Interno  (IPC):  se  trata  de  un  ADN molde  sintético  que  se 
A. HERRERA 
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TaqMan® VT1 (stx1) Assay  Reporter  FAMTM  Reporter  VIC® 










Biosystems.  Para  la  validación,  se  tuvieron  en  cuenta  los  datos  obtenidos  para  los 
controles (IPC y control negativo): 
MUESTRAS     CONTROLES NEGATIVOS 
Diana  IPC  Resultado     Diana  IPC  Resultado 
Negativo  Positivo  Negativo     Negativo  Positivo  OK 
Negativo  Negativo  Inhibición     Positivo  Positivo o Negativo  Contaminación 
Positivo  Positivo o Negativo  Positivo     Negativo  Negativo  Fallo de la prueba 
 













• Control  Negativo  (NC):  25  μl  de Mix  sxt1/eae  en  un  pocillo  de  la  placa  de 
amplificación y Mix sxt2/IPC en otro pocillo. Un resultado negativo indica que no 
ha habido contaminación durante la preparación de la mezcla. 
• Control  de muestra  negativa  (NCS):  agua  libre  de  DNasa  y  RNasa  extraída 

























• Añadir 500 μl de buffer de  lavado  (AW1). Centrifugar a máxima velocidad durante 1 
min. Descartar el tubo y conservar la columna. 
• Añadir 500 μl de buffer de  lavado  (AW2). Centrifugar a máxima velocidad durante 1 
min. Descartar el tubo y conservar la columna. 
• Centrifugar a máxima velocidad 3 min (secado de la membrana). 




































mediante el  sistema  automatizado MicroScan WalkAway 96 Plus  (Siemens Healthcare 
Diagnostics, CA, USA), utilizando los paneles para bacilos gram negativos de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante.  
Los  antibióticos  incluidos  en  los  paneles  para  la  determinación  de  la  concentración 
mínima  inhibitoria  (CMI)  fueron  los  siguientes: penicilinas  (ampicilina);  cefalosporinas, 
incluidas  de  espectro  extendido  (cefalotina,  cefazolina,  cefuroxima,  cefotaxima, 
ceftazidima  y  cefepima);  inhibidores  de  β‐lactamasas  (amoxicilina/ácido  clavulánico  y 
piperacilina/tazobactam);  cefamicinas  (cefoxitina);  carbapenemas  (imipenem); 
aminoglucósidos  (gentamicina,  tobramicina);  quinolonas  (ácido  nalidíxico  y 
ciprofloxacina); trimetoprim‐sulfametoxazol y fosfomicina.  
Las  CMI  para  cada  antimicrobiano  se  determinaron  en  base  a  los  estándares 
establecidos  por  el  Clinical  and  Laboratory  Standards  Institute  (NCCLS/CLSI,  2013). 
Valores de sensibilidad intermedios, no fueron considerados como resistencia. 
Para detectar/confirmar la producción de BLEE se utilizó la prueba de sinergia (Jarlier et 
al.  1988)  (Figura  26),  empleando  las  cefalosporinas  de  3ª  generación  (cefotaxima  o 
ceftazidima) y como inhibidor de β‐lactamasas la amoxicilina/ácido clavulánico.  





Figura 26. Detección de  las  β‐lactamasas de espectro extendido  (BLEE) mediante  la prueba de sinergia. 
Una diferencia igual o superior a 5 mm en el diámetro de halo de uno de los antibióticos con clavulánico, 









La determinación del antígeno O de  las  cepas  se  llevó a  cabo mediante  la  técnica de 
microaglutinación. Para ello  se emplearon  los 173 antisueros O capaces de  reaccionar 
específicamente con los antígenos O1 a O181 de E. coli. Estos antisueros se obtienen en 
el  LREC  mediante  inmunización  de  conejos  con  las  cepas  de  referencia 
correspondientes.  Los  sueros  extraídos  de  los  animales  se  absorben  para  eliminar 
reacciones  cruzadas.  Además  de  los  antisueros  O  monovalentes,  se  dispone  de  24 
antisueros O polivalentes (A–X) formados por 6 o 7 de los antisueros monovalentes, en 





• Suspender  el  crecimiento  que  hemos  obtenido  en  TSA  en  2 ml  de  solución  salina 






• Una  vez  enfriadas  las  suspensiones,  añadir  a  cada  tubo  2  ml  de  solución  salina 
formalinizada  (0,5%,  v/v)  con  violeta  de  genciana  (0,005%,  p/v).  Conservar  las 
suspensiones bacterianas a 4 °C durante un máximo de 2 semanas. 
• Algunas  cepas de  los  serogrupos O8, O9, O20 y O101  se  caracterizan por  tener una 
variedad  de  antígeno  K  que  es  termorresistente,  que  necesita  una  exposición  a  121 
°C/2,5  h  para  su  inactivación.  Por  ello,  si  la  cepa  problema  da  un  resultado  negativo 
después de enfrentarla con todos  los antisueros, se preparará una segunda suspensión 





las  tratadas a 121 °C/2,5 h con  los antisueros monovalentes O8, O9, O20 y O101 a  la 
dilución de ensayo. Para ello, añadir a 50 μl de cada antisuero 50 μl de  la suspensión 
bacteriana calentada, formalinizada y teñida. Tapar la placa e incubar (37 °C/18 h). 
• Si  la  cepa  bacteriana  da  aglutinación  con  alguno  de  los  antisueros  polivalentes 
empleados,  se  realiza  a  continuación  el  mismo  proceso  con  los  antisueros  O 

















pocillo nº 2 al nº 3, mezclando y  repitiendo  la operación hasta  llegar al pocillo nº 10. 
Utilizar los pocillos 11 y 12 como controles negativos, desechando los 50 μl que sobran 
después de mezclar en el pocillo nº 10. 
• Añadir 50 μl de  la  suspensión bacteriana  calentada,  formalinizada  y  teñida  a  los 12 
pocillos de cada fila, empezando por el nº 12 y avanzando hasta el nº 1. Tapar las placas 
e incubar (37 °C/18 h) y realizar la lectura de los resultados determinando los títulos. 






La determinación del  antígeno H de  las  cepas  se  llevó  a  cabo mediante  la  técnica de 
aglutinación en tubo. Para ello se emplearon 53 antisueros (H1 a H56). Estos antisueros 
se obtienen en el LREC mediante  inmunización de conejos con  las cepas de referencia 
correspondientes.  Los  sueros  extraídos  de  los  animales  se  absorben  para  eliminar 
reacciones  cruzadas.  Además  de  los  antisueros  H  monovalentes,  se  dispone  de  9 
antisueros H polivalentes formados por 5 o 6 de los antisueros monovalentes, en los que 








de medio  para movilidad  (medio  semisólido MIL,  Difco),  con  objeto  de  potenciar  la 
expresión de  los  flagelos.  Para  ello  se  siembra por picadura uno de  los  extremos del 
tubo. Si la cepa es móvil y ha alcanzado el extremo opuesto del tubo en “U”, continuar el 
protocolo en el siguiente punto; si la cepa no ha alcanzado el extremo opuesto o no ha 
expresado movilidad,  continuar dando pases hasta  completar 6.  Si  completados  los 6 
pases, la cepa continúa siendo inmóvil, se considerará cepa no móvil (HNM). 
• Del  tubo  en  “U”,  recoger  crecimiento bacteriano  del  extremo  opuesto  al  sembrado 
inicialmente  y  transferir  a  7 ml  de  infusión  de  cerebro‐corazón  (Difco)  e  incubar  (37 
°C/6‐8 h/80 rpm).  
• Añadir  a  los  cultivos  obtenidos,  7 ml  de  solución  salina  (0,85%,  p/v)  formalinizada 





• Utilizar 10  tubos de vidrio  tipo Kahn para  cada  cepa problema. Dispensar 500  μl de 
cada uno de  los 9 antisueros H polivalentes diluidos a 1/200 en  los 9 primeros tubos, y 
500  μl  de  solución  salina  (0,85%,  p/v)  en  el  décimo  tubo  que  servirá  como  control 
negativo.  A  continuación,  añadir  500  µl  de  la  suspensión  bacteriana  formalinizada 
obtenida en el apartado anterior, e incubar en baño de agua (45 °C/2 h).  
• Realizar la lectura de los resultados. La aglutinación se traduce en la formación de una 
película  en  el  fondo  del  tubo,  con  el  sobrenadante  transparente.  En  los  cultivos 
negativos  para  el  polivalente  con  el  que  se  ha  enfrentado,  la  falta  de  aglutinación 
supone que el  sobrenadante  continua  turbio  con una  turbidez equivalente al  tubo de 
control  negativo  (Figura  28).  Si  no  hay  aglutinación  con  ninguno  de  los  antisueros 
polivalentes, se considera que tiene un antígeno H no tipable (HNT).  












cepas  aisladas  de  alimentos  con  respecto  a  las  de  otros  orígenes,  aisladas  de  otros 





gran  utilidad  en  los  análisis  epidemiológicos  moleculares.  Se  trata  de  un  esquema 
denominado clonotipado (CH), que se basa en la secuenciación de dos loci (fumC/fimH). 
En  concreto,  se  analiza  un  fragmento  interno  de  489  nucleótidos  de  fimH  (gen  que 
codifica para  la adhesina fimbrial tipo 1) y un fragmento  interno de 469 nucleótidos de 
uno de  los genes altamente conservados  (fumC) utilizado en el esquema de  tipado de 
MLST (Multilocus Sequence Typing) (Tabla 47). 
Tabla 47. Loci y primers utilizados en el clonotipado 


















La  técnica  de  PFGE  es  una  herramienta  de  subtipado  molecular  con  un  poder  de 
discriminación superior a los métodos de ribotipado y MLST. Es un método de referencia 
para  muchas  redes/organizaciones  mundiales  (PulseNet,  FoodNet,  EU‐RL  VTEC) 
especialmente, en estudios epidemiológicos  locales en  los que  interesa detectar cepas 
implicadas en brotes y sus fuentes de origen. 
Esta  técnica  se  basa  en  el  análisis  de  perfiles  de  macrorrestricción  obtenidos  con 
enzimas de restricción (en nuestro caso XbaI), que cortan de manera infrecuente el ADN 
cromosómico para generar grandes fragmentos de ADN (mayores de 40 kb), que no se 
podrían  separar mediante electroforesis convencional, por  lo que, para conseguirlo  se 





Para  el  análisis  de  los  perfiles  de macrorrestricción  obtenidos  con  XbaI  se  utilizó  el 
programa BioNumerics version 5.0. (Applied Maths, Sint‐Martens‐Latem) empleando el 
índice estadístico Dice, basado en el método de UPGMA (unweighted pair group method 
using  arithmetic  averages)  para  la  construcción  de  dendrogramas  que  reflejan  la 
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distribución  de  las  cepas  en  clusters  con  más  de  un  85%  de  homología  (cepas 
clonalmente relacionadas, con seis o menos bandas de diferencia).  
La técnica de PFGE se llevó a cabo en un equipo CHEF MAPPER (Bio‐Rad) de acuerdo con 









• Mezclar  los 400 μl de  la suspensión bacteriana anterior con 400 μl de agarosa al 1%, 
previamente  atemperada  a  55  °C  (agarosa  para  bloques  =  0,50  g  de  agarosa 
SeakemGold, 45 ml de buffer TE  [10 mM Tris: 1 mM EDTA; pH 8], 5 ml de SDS 10%) y 
preparar  los  bloques  (2  bloques  por  muestra).  Dejar  solidificar  unos  15  min  a 
temperatura ambiente o 5 min a 4 °C. 
• En  tubos  de  10 ml  añadir  5 ml  de  buffer  de  lisis  (50 mM  Tris:  50 mM  EDTA  +  1% 





































10  mg/ml)  durante  20‐30  min  en  agitación.  A  continuación,  eliminamos  el  baño  y 
lavamos el gel al menos 1 h en agua destilada en agitación. La captura de imagen de los 






Para  determinar  el  grado  de  asociación  estadística  entre  las  variables  en  estudio,  se 























Se  analizaron  un  total  de  1.253 muestras  de  alimentos,  incluidas  950  obtenidas  por 
muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad de Lugo (200 de carne 
de vacuno, 200 de carne de cerdo, 200 de carne de ave y 350 de productos agrícolas), 







Como  se  comentó  en  el  apartado  de  Introducción,  el  hábitat  natural  de  E.  coli  es  el 







Detectamos  la presencia de E. coli en 56  (28%) de  las 200 muestras de carne picada de 
vacuno obtenidas por muestreo directo en puntos de venta al consumidor en  la ciudad 
de  Lugo.  Este  valor  es  comparable  al  obtenido  en  estudios  similares  sobre  calidad 
microbiológica en carne picada de vacuno en EE.UU. (25,2%) con 102 muestras positivas 
para E.  coli de 404 analizadas  (Zhao et al. 2002), o en Australia  (17,8%)  con 64 de 360 
analizadas (Philips et al. 2008), pero muy  inferior al detectado en otro estudio en EE.UU. 
(69%  para  carne  de  vacuno,  y  específicamente,  70%  para  carne  picada)  (Kegode  et  al. 
2008). 
De  las 200 muestras analizadas en este estudio, 144  (72%) presentaron  recuentos de E. 
coli inferiores a 10 ufc/g y 25 muestras (12,5%) recuentos superiores a 50 ufc/g (Tabla 48). 
El Reglamento  (CE) Nº 2073/2005  (y posteriores modificaciones), establece  los  criterios 
microbiológicos  para  determinados  microorganismos  y  las  normas  de  aplicación  que 
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higiene de  los procesos”, que para el caso de E. coli en carne picada en  la  fase  final del 
proceso de  fabricación,  se  indica que un  resultado  sería  insatisfactorio  “si uno o  varios 
valores observados son >500 ufc/g o más de 2 de 5 muestras presentan valores entre 50‐
500 ufc/g” (Tabla 32, página 99). La acción indicada para estos casos sería “Mejoras en la 
higiene de  la producción y mejoras en  la selección y/o el origen de  las materias primas”. 
De acuerdo con este criterio microbiológico, 7 (4%) de  las 200 muestras de carne picada 











de E. coli por gramo en carne picada de vacuno  fresca sin envasar  (110 muestras de  las 
200 procesadas) del presente estudio (2011‐2012), con  los datos previos obtenidos en el 











NMP  1995 1996  1997 1998  2001 2002 2003 2005 2006 2007 2008 2009  2011*  2012*  Total 
 Nº de muestras  58  91  173 133  80  20  230 250 60  100 170 100  40  70  1.575 
<10 
23  45  100 88  65  15  152 167 49  83  108 63  34  49  1.041 
40% 49%  58% 66%  81% 75% 66% 67% 82% 83% 64% 63%  85%  70%  66% 
10‐99 
15  27  44  28  13  3  53  61  8  12  43  23  3  13  346 
26% 30%  25% 21%  16% 15% 23% 24% 13% 12% 25% 23%  8%  19%  22% 
100‐999 
12  10  22  8  2  1  16  20  3  4  11  10  3  5  127 
21% 11%  13% 6%  3%  5%  7%  8%  5%  4%  6%  10%  8%  7%  8% 
>999 
8  9  7  9  0  1  9  2  0  1  8  4  0  3  61 
14% 10%  4%  7%  0%  5%  4%  1%  0%  1%  5%  4%  0%  4%  4% 
>99 
20  19  29  17  2  2  25  22  3  5  19  14  3  8  188 
34% 21%  17% 13%  3%  10% 11% 9%  5%  5%  11% 14%  8%  11%  12% 
*Solo se incluyeron en esta tabla las 110 muestras de carne fresca de las 200 totales analizadas en este  estudioperiodo 








los mínimos de >99 ufc/g coinciden con  los muestreos  realizados en meses más  fríos; 
































































De  acuerdo  con  el  criterio  microbiológico  del  Reglamento  (CE)  Nº  2073/2005  (y 
posteriores modificaciones)  (Tabla 32, página 99), 6  (3%) de  las 200 muestras de  carne 

















mientras que 45 muestras  (22,5%)  tuvieron  recuentos superiores a 50 ufc/g,  incluidas 6 
(3%) con valores superiores a 500 ufc/g (Tabla 51). Por lo tanto, los recuentos en carne de 
ave son  realmente muy elevados y especialmente preocupantes, por  lo que se  requiere 
introducir urgentemente medidas correctoras. 
Los datos  recogidos  en otros  estudios  indican  valores que oscilan  en un  amplio  rango, 
desde un 60,7% de muestras de pechuga de pollo positivas para E. coli en el estudio de 
Kegode y colaboradores (2008) en EE.UU.; 38,7% de las canales de pollo en el estudio de 























en un estudio muy  similar  llevado a  cabo en  Lérida  (Abadias et al. 2008), en el que  se 
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analizaron  300  muestras  de  productos  frescos  mínimamente  procesados  de  frutas, 
verduras,  hortalizas  y  brotes,  adquiridos  en  varios  establecimientos  durante  el  periodo 
2005‐2006. Entre otras, se detectó  la presencia de E. coli en 2 (7,1%) de las 28 hortalizas 
completas muestreadas (1 lechuga y 1 endivia); en 6 (40%) de 15 muestras de brotes y en 
22  (16,7%)  de  las  132  ensaladas  listas  para  el  consumo.  Además,  a  diferencia  de  lo 
encontrado en el presente estudio, 4 de  las 15 muestras de brotes  (26,6%) presentaron 




Producto  N°   <10  %  >99  % 
Pepino  56  55 98,2%  0 0% 
Tomate  60  60 100%  0 0% 
Lechuga  78  73 93,6%  0 0% 
Brotes de soja  10  10 100%  0 0% 
Brotes de alfalfa  2  2 100%  0 0% 
Endivia  2  2 100%  0 0% 
Brécol  7  7 100%  0 0% 
Puerro  2  2 100%  0 0% 
Pimiento  6  6 100%  0 0% 
Zanahoria  1  1 100%  0 0% 
Cebolleta  1  1 100%  0 0% 
Ensalada envasada  125  122 97,6%  0 0% 
TOTAL  350  341 97,4%  0 0% 
NMP en productos lácteos 
Se  analizaron  un  total  de  132  muestras  de  productos  lácteos  de  origen  ovino, 
concretamente, muestras de distintas fases del proceso de producción de quesos curados: 
70 cuajadas de la fase de coagulación y 62 quesos elaborados con leche cruda de oveja (46 
quesos  con  100‐120  días  de  maduración  y  16  de  producto  final  con  7  meses  de 
maduración). 
Detectamos  la  presencia  de  E.  coli  en  72  de  los  132  productos  lácteos  analizados, 
concretamente, en el 71,4% de las cuajadas (50 de las 70), en el 39,1% de los quesos con 
100‐120 días de maduración  (18 de  los 46) y en el 25% de  los quesos  con 7 meses de 





los  132  productos  analizados  (2  cuajadas  y  1  queso  con  4  meses  de  maduración) 
presentaron recuentos de E. coli superiores a 1.000 ufc/g (Tabla 53). 
Todas  las muestras  analizadas  eran  productos  lácteos  elaborados  con  leche  cruda  de 
oveja, por lo que era esperable encontrar recuentos de E. coli elevados, especialmente en 





la  temperatura  progresivamente.  Este  proceso  de  almacenamiento  en  frío/maduración 









se prevea que el  recuento de E.  coli  será el máximo, que en el  caso de quesos que no 
pueden favorecer el crecimiento de E. coli sería al principio de la maduración. De acuerdo 
con este  criterio microbiológico, 1 de  los 46 quesos en  fase de  curación  (100‐120 días) 
presentó  un  resultado  insatisfactorio,  con  un  recuento  de  2.530  ufc/g  (Tabla  53).  Las 
acciones  recomendadas  de  acuerdo  al  Reglamento  serían mejoras  en  la  higiene  de  la 
producción y en la selección de las materias primas. 
Tabla 53. NMP de E. coli (ufc/g) en productos lácteos (julio 2011‐noviembre 2014) 
Fase del proceso  N°  <10 ufc/g  >100 ufc /g  >1.000 ufc /g 
Coagulación  70  20  28,6%  13  18,6%  2  2,8% 
Curado (100‐120 días)  46  28  60,9%  6  13%  1  2,2% 
Curado (7 meses)  16  12  75%  0  0%  0  0% 




Las 171 muestras  remitidas por  entidades  externas  (entre marzo de 2013  y mayo de 
2014) llegaron en 33 partidas de 5 submuestras (31 partidas de carne de vacuno y 2 de 
ovino)  y  6  partidas  de  1  única  unidad  (carne  de  vacuno).  En  total  se  analizaron  161 
submuestras  de  carne  de  vacuno  en  forma  de  piezas  deshuesadas  y  10  de  carne  de 
ovino  (paletas).  Se  detectó  la  presencia  de  E.  coli  en  25  de  las  171 muestras  (14,6%). 














(10,7%)  de  572  lomos  y  en  144  (25,2%)  de  572  redondos  de  vacuno.  En  otro  estudio 
realizado en Canadá directamente en matadero, se determinó  la presencia de E. coli en 








También  encontramos  diferencias  entre  tipos  de  productos  cárnicos  (Figura  31),  con 
unos niveles significativamente superiores de contaminación por E. coli en  la carne de 




nivel de  contaminación  en  la  carne de  ave  estaría,  en  gran parte,  relacionado  con  la 
manipulación  durante  el  sacrificio  en  matadero,  especialmente  con  las  fases  de 
escaldado  y  desplumado.  Curiosamente,  detectamos  un  nivel  de  recuentos 
insatisfactorios  (>500 ufc/g)  similar en  los  tres  tipos de  carne  (4% de  las muestras de 
vacuno y 3% de las de cerdo y pollo, respectivamente). Johnson y colaboradores (2005), 
en  un  estudio  llevado  a  cabo  en  Minneapolis,  también  encontraron  diferencias 
significativas  en  cuanto  a  la presencia de  E.  coli  y  los diferentes  grupos de  alimentos 
analizados,  aunque  con  niveles  de  contaminación  muy  inferiores  a  los  de  nuestro 







detectaron  diferencias  significativas  en  la  carne  picada  de  vacuno,  la  calidad 














 E. coli  n=110  n=90  n=155  n=45  n=170  n=30 
<10  83 (75%)  61 (68%)    110 (71%)  41 (91%)  0,003  84 (49%)  5 (17%)  0,000 
10‐49  14 (13%)  17 (19%)    21 (14%)  4 (9%)  55 (32%)  11 (37%) 
50‐500  8 (7%)  10 (11%)    18 (12%)  0  0,008  28 (16%)  11 (37%)  0,013 















La  explicación  podría  ser  que  la  composición  de  las  atmósferas  modificadas  está 
diseñada  principalmente  para  inhibir  los  microorganismos  alterantes  que  producen 
cambios  sensoriales  indeseables  en  el  color,  textura,  sabor  y  olor  de  la  carne.  Sin 
embargo,  la  calidad microbiológica  final  va  a  depender,  en  gran medida,  de  la  carga 
microbiana  inicial  y  de  que  no  se  rompa  la  cadena  de  frío,  lo  que  permitiría  a  otros 
microorganismos  multiplicarse  con  facilidad  (algo  que  ocurriría  en  carnes  de  peor 





Siguiendo  el  protocolo  detallado  en  la  Tabla  36  (Material  y Métodos,  página  118),  se 
analizaron  las 950 muestras de alimentos obtenidas en diferentes puntos de venta de  la 
ciudad de Lugo, para determinar la presencia de los patotipos diarreagénicos ECVT, ECEA, 
EPEC  (típicos  y  atípicos),  ECET  y  ECEI. Utilizando  el mismo protocolo, pero  solo para  la 
determinación de  ECVT,  se  analizaron  los 132 productos  lácteos  y  las 171 muestras de 
carnes de importación recibidas en el LREC.  
En la Tabla 56 se detallan las prevalencias y patotipos detectados entre las 950 muestras 
















(n=200)  20 (10%)  16 (8%)  53 (26,5%) 33 (16,5%)  0  0 
Carne picada de cerdo 
(n=200)  17 (8,5%)  12 (6%)  47 (23,5%) 28 (14%)  0  0 
Pechuga de ave 
(n=200)  2 (1%)  2 (1%)  152 (76%)  126 (63%)  1 (0,5%)  1 (0,5%) 
Productos agrícolas 
(n=350)  2 (0,6%)  2 (0,6%)  5 (1,4%)  2 (0,6%)  0  0 





Finalmente,  se  aislaron  colonias  ECVT  de  32 
muestras  (3,4%)  y  ECEPa  de  189  muestras 
(19,9%),  en  los  3  tipos  de  carnes  y  en  los 
productos agrícolas. Además, se aisló ECET de 
1  muestra  (0,1%)  de  pechuga  de  pollo. 
Aunque era de esperar una mayor prevalencia 
de  ECVT  en  carne  picada  de  vacuno  (8%  de 
muestras con aislamientos), por ser el ganado 
vacuno  el  reservorio  por  excelencia  de  este 
tipo de cepas,  la diferencia en relación con  la 
carne  de  cerdo  (6%  de  muestras  con 
































































para  ECVT  O157  (1,5%)  y  15  muestras  positivas  para  ECVT  no  O157  (7,5%);  además 
aislamos  colonias  de  ECEPa  en  33 muestras  (16,5%). Ninguna  de  las  200 muestras  fue 
positiva para ECEPt, ECET, ECEI o ECEA (Tabla 56). 
En  la Tabla 59 aparecen  reflejados  los datos de detección de 1.575 muestras de  carne 
picada de vacuno  fresca  (no envasada), adquiridas en puntos de venta de  la  ciudad de 














Año  Muestras  ECVT O157  ECVT no O157  TOTAL 
1995  58  3  5%  8  14%  10  17% 
1996  91  0  0%  8  9%  8  9% 
1997  173  1  0,6%  20  12%  21  12% 
1998  133  1  0,8%  18  14%  18  14% 
2001  80  1  1,3%  6  8%  7  9% 
2002  20  0  0%  1  5%  1  5% 
2003  230  2  0,9%  29  13%  30  13% 
2005  250  0  0%  29  12%  29  12% 
2006  60  0  0%  5  8%  5  8% 
2007  100  0  0%  9  9%  9  9% 
2008  170  0  0%  11  6%  11  6% 
2009  100  0  0%  4  4%  4  4% 
2011  40  1  2,5%  0  0%  1  3% 
2012  70  0  0%  6  9%  6  9% 








2014),  sino  también  dentro  de  una misma  zona  geográfica  a  lo  largo  del  tiempo.  En 
general, se estima que la prevalencia de ECVT O157 en carne de vacuno a nivel mundial 











































En  relación  con  el  patotipo  ECEP,  observamos  que  los  niveles  de  prevalencia  tienden 
ligeramente al alza (Figura 34). Tanto en este estudio, como en los previos realizados en el 
LREC,  todas  las  cepas  aisladas  de  carne  de  vacuno  fueron  bfpA  negativas,  y  por  tanto 
atípicas  (ECEPa)  (Herrera, 2010). Este hallazgo es acorde al origen de  las propias cepas, 
puesto que el  reservorio principal de  las cepas de ECEPt es,  fundamentalmente, el ser 
humano, mientras que en  raras ocasiones  se aíslan de animales  (Trabulsi et al. 2002; 












el  aislamiento  de  ECVT  (3/110  vs.  13/77,  respectivamente;  p=0,002).  Asociamos  esta 
mayor prevalencia de ECVT en producto envasado al hecho de que 10 de las 16 muestras 
positivas  para  ECVT  de  carne  picada  de  vacuno  procedieron  de  una  misma  cadena 

















en  carne  de  vacuno.  Comprobamos  que más  del  60%  de  las muestras  (carne  fresca  y 
envasada) positivas para alguno de  los patotipos, presentaron recuentos de E. coli <100 










NMP E. coli TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT  ECEPa 
<10  83 (75,5%)  1  0  1  13 
10‐99  16 (14,5%)  0  1  1  3 
100‐999  8 (7,3%)  0  0  0  3 
>999  3 (2,7%)  0  1  1  2 
TOTAL  110 (100%)  1 (0,9%)  2 (1,8%)  3 (2,7%)  21 (19,1%) 
Nº MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO 
VACUNO‐ CARNE ENVASADA EN ATMÓSFERA MODIFICADA 
NMP E. coli TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT  ECEPa 
<10  61 (67,8%)  0  4  4  6 
10‐99  22 (24,4%)  1  4  4a  4 
100‐999  5 (5,5%)  1  4  4a  2 
>999  2 (2,2%)  0  1  1  0 










Comparada con  la carne de vacuno, existen pocos estudios sobre  la contaminación de  la 
carne de cerdo por ECVT. En el presente estudio, y en contra de lo que cabía esperar, no 
encontramos  diferencias  significativas  en  el  número  de muestras  positivas  para  ECVT 
entre  la carne picada de cerdo y de vacuno (6% vs. 8%, respectivamente). Este resultado 
es  comparable  a  un  estudio muy  similar  llevado  a  cabo  en Washington  entre  los  años 
2009‐2010, en el que  se analizaron 249 muestras de  carne picada de  vacuno  y 231 de 
carne  picada  de  cerdo  adquiridas  en  3  cadenas  comerciales,  con  13  y  12  muestras 
positivas  para  aislamiento  de  ECVT,  respectivamente  (5,2%,  en  ambos  casos)  (Ju  et  al. 
2012). Aunque es muy difícil hacer comparaciones entre  los diferentes estudios, puesto 
que el tipo de muestreo, el tamaño de muestra, la metodología y la zona geográfica (entre 
otros  factores) puede afectar  significativamente a  los  resultados,  los datos confirman  la 




bajas prevalencias  (Lee  et al. 2009; Comery  et al. 2013). No  sorprende  la presencia de 
ECEPa  puesto  que  hemos  constatado  que  los  cerdos  de  producción  portan  de  forma 
asintomática este tipo de cepas (LREC, datos no publicados). 
Comparamos  los  resultados  obtenidos  en  el  presente  estudio  para  ECVT  y  ECEPa  en 
relación con el tipo de presentación de la carne. En el caso de la carne picada de cerdo no 
















NMP E. coli TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT  ECEPa 
<10  110 (71%)  0  4  4  10 
10‐99  27 (17,4%)  0  2  2  6 
100‐999  14 (9%)  0  2  2  7 
>999  4 (2,6%)  1  1  2  2 
TOTAL  155 (100%)  1 (0,6%)  9 (5,8%)  10 (6,4%)  25 (16,1%) 
Nº MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO 
CERDO‐ CARNE ENVASADA EN ATMÓSFERA MODIFICADA 
NMP E. coli TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT  ECEPa 
<10  41 (91,1%)  0  1  1  2 
10‐99  4 (8,9%)  0  1  1  1 
100‐999  0  0  0  0  0 
>999  0  0  0  0  0 









para  determinar  la  presencia  de  ECVT.  Al  igual  que  nosotros,  aunque  con  diferencias 
significativas entre vacuno y cerdo,  la mayor prevalencia de aislamiento de ECVT  fue en 
carne de vacuno (9,9% de  las muestras), en segundo  lugar en carne de cerdo (4,1%) y  la 
menor  prevalencia  fue  en  carne  de  pollo  (0,5%).  En  nuestro  caso,  aislamos  ECVT  de  2 
muestras,  cuyo  origen más  probable  sea  la  contaminación  cruzada  con  carne  de  otros 
orígenes, puesto que  las aves de corral no son reservorio de este patotipo. Lo mismo se 
puede deducir de  la única muestra  en  la que  aislamos  ECET.  Schouler  y  colaboradores 
(2012) analizaron para un amplio abanico de genes de virulencia, 1.491 cepas de E. coli de 
origen  aviar  (1.307  procedentes  de  animales  con  colibacilosis  y  184  del  contenido 




Sin  embargo,  estos  mismos  autores  sí  encontraron  diferencias  significativas  en  la 
prevalencia del gen eae entre las cepas patógenas aviares y las aisladas de animales sanos 







prevalencia  significativamente  mayor  de  ECEPa  en  la  carne  envasada  en  atmósfera 
modificada (101/170 en pechuga fresca vs. 25/30 en envasada; p=0,009) (Tabla 62).  
También analizamos la relación entre recuentos de E. coli y aislamiento de ECVT y ECEPa 
en  carne de  cerdo. Comprobamos para ambos patotipos, más del 70% de  las muestras 
positivas de carne fresca y envasada presentaron recuentos de E. coli <100 ufc/g. Por  lo 






NMP E. coli  TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT  ECEPa 
<10  84 (49,4%)  0  1  1  41 
10‐99  66 (38,8%)  0  1  1  48 
100‐999  20 (11,8%)  0  0  0  12 
>999  0  0  0  0  0 
TOTAL  170 (100%)  0 (0%)  2 (1,2%)  2 (1,2%)  101 (59,4%) 
Nº MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO 
POLLO‐ CARNE ENVASADA EN ATMÓSFERA MODIFICADA 
NMP E. coli  TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT  ECEPa 
<10  5 (16,7%)  0  0  0  3 
10‐99  18 (60%)  0  0  0  15 
100‐999  6 (20%)  0  0  0  6 
>999  1 (3,3%)  0  0  0  1 





En  las 350 muestras de productos agrícolas  recogidas en  la  ciudad de  Lugo, aislamos 2 
tipos  de  E.  coli  diarreagénicos:  ECVT  y  ECEPa  en  2  muestras  cada  patotipo  (0,6%, 
respectivamente). Ninguna de las 350 muestras fue positiva para ECEPt, ECET, ECEI o ECEA 
(Tabla 56). 
Las  350 muestras  incluían  125  ensaladas  envasadas  (en  bolsa  y  sin modificación  de 
atmósfera)  listas  para  el  consumo  y  225  verduras  y  hortalizas  variadas  en  fresco 
(lechuga,  tomate,  pepino,  brotes  de  soja,  brotes  de  alfalfa,  brécol,  pimiento  rojo, 
pimiento  verde,  endivias,  puerro,  zanahoria  y  cebolleta).  Se  obtuvieron  aislamientos 
positivos de 2  lechugas  (2/78  lechugas; 2,6%) y en 1 ensalada envasada  (1/125; 0,8%). 
Las 2 cepas ECVT aisladas procedían de  las 2  lechugas, una de  las cuales  fue  también 






NMP E. coli TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT   ECEPa 
<10  219 (97,3%)  0  1  1  0 
10‐99  6 (2,7%)  0  1  1  1 
100‐999  0  0  0  0  0 
>999  0  0  0  0  0 
TOTAL  225 (100%)  0 (0%)  2 (0,9%)  2 (0,9%)  1 (0,4%) 
Nº MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO 
ENSALADAS ENVASADAS LISTAS PARA CONSUMO 
NMP E. coli TOTALES (%)  ECVT O157 ECVT no O157 TOTAL ECVT   ECEPa 
<10  122 (97,6%)  0  0  0  1 
10‐99  3 (2,4%)  0  0  0  0 
100‐999  0  0  0  0  0 
>999  0  0  0  0  0 
TOTAL  125 (100%)  0 (0%)  0 (0%)  0 (0%)  1 (0,8%) 
En un estudio realizado en el año 2008 en el LREC, se analizaron 100 lechugas adquiridas 
en distintos establecimientos de  la ciudad de Lugo. El 99% de  las muestras presentaron 
recuentos  de  E.  coli  <10  ufc/g  y  el  100%  fueron  negativas  para  ECVT  y  otros  E.  coli 









que  no  existe  control  de  este  tipo  de  prácticas,  se  ponen  en  evidencia  los  riesgos 
microbiológicos. Castro‐Rosas y colaboradores (2012) analizaron en Méjico 130 ensaladas 
listas para el consumo obtenidas en diferentes restaurantes para ECVT, ECET, EPEC y EIEC. 
Determinaron  la presencia de E. coli en el 85% de  las muestras y en 8 ensaladas  (6,1%) 
aislaron  ECVT  (3),  ECEI  (2),  ETEC  (1)  y  en  2  ensaladas  ECVT+ECEI,  y  curiosamente  no 
aislaron  ECEP  de  ninguna  de  las  muestras  analizadas.  Asociaron  la  presencia  de  los 
patógenos diarreagénicos a  la mala calidad microbiológica del agua de riego usada en  la 




Los  132  productos  lácteos  correspondientes  a  distintas  fases  de  producción  de  queso 
curado de ovino se analizaron únicamente para ECVT. Las 6 muestras con aislamientos se 








et  al.  2008;  Zweifel  et  al.  2010;  Madic  et  al.  2011),  como  su  implicación  en  brotes, 
especialmente provocados por ECVT O157 (Honish et al. 2005; Espié et al. 2006). Muchos 
de  estos  estudios,  especificaban  la  detección  en  quesos  curados.  Concretamente  en 
España, Rey y colaboradores  (2006) analizaron 502 productos  lácteos de 64  rebaños de 
ovino  y  caprino  en  Extremadura  entre  los  años  2003‐2004,  incluidas  360 muestras  de 




muestras  (29  de  leche,  2  cuajadas  y  2  quesos),  tras  analizar  hasta  100  colonias,  solo 
aislaron ECVT de 9 muestras de leche. En otro estudio realizado en España sobre queso de 
Castilla elaborado con leche cruda de oveja con diferentes tiempos de maduración, Caro y 











NMP E. coli  TOTALES (%)  ECVT O157  ECVT no O157  TOTAL ECVT  
<10  20 (28,6%)  0  0  0 
10‐99  37 (52,8%)  0  2  2 
100‐999  11 (15,7%)  0  1  1 
>999  2 (2,8%)  0  0  0 
TOTAL  70 (100%)  0 (0%)  3 (4,3%)  3 (4,3%) 
Nº MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO 
PRODUCTOS LÁCTEOS: QUESOS 
NMP E. coli  TOTALES (%)  ECVT O157  ECVT no O157  TOTAL ECVT  
<10  40 (64,5%)  0  1  1 
10‐99  16 (25,8%)  0  2  2 
100‐999  5 (8,1%)  0  0  0 
>999  1 (1,6%)  0  0  0 
TOTAL  62 (100%)  0 (0%)  3 (4,8%)  3 (4,8%) 
 
E. coli verotoxigénicos en carnes de importación 
Las  171  muestras  de  carne  remitidas  por  entidades  externas  (33  partidas  de  5 
submuestras  y  6  partidas  de  1  única  unidad)  se  analizaron  únicamente  para  ECVT.  Se 
aislaron colonias ECVT de 5 muestras procedentes de 5  lotes  (4 muestras de 4  lotes de 
carne de vacuno y 1 muestra de 1  lote de carne de ovino). Las 5 muestras presentaron 
recuentos de E. coli <100 ufc/g (Tabla 58, página 158; Tabla 65). Se trataría, por tanto, de 








NMP E. coli  TOTALES (%)  ECVT O157  ECVT no O157  TOTAL ECVT  
<10  146 (85,4%)  0  3  3 
10‐99  16 (9,4%)  0  2  2 
100‐999  8 (4,7%)  0  0  0 
>999  1 (0,6%)  0  0  0 
TOTAL  171  0 (0%)  5 (2,9%)  5 (2,9%) 
Las muestras recibidas de carne de vacuno (n=161) provenían de Brasil (n=135), Uruguay 
(n=16), EE.UU. (n=5) y Argentina (n=5), y las de origen ovino (n=10) de Nueva Zelanda. Las 










De  acuerdo  con  el  documento  guía  vigente,  para  la  aplicación  del  artículo  14  del 
Reglamento  (EC)  Nº  178/2002  en  relación  con  los  alimentos  contaminados  por  ECVT 
(instrucción  IM/04/2014  del  Ministerio  de  Sanidad),  y  dado  que  los  alimentos  se 
clasificaron de bajo riesgo, los resultados obtenidos supondrían la liberación de todas las 
partidas, puesto que se descartó  la presencia, en  las muestras positivas para vt, de  los 
genes eae y aaiC+aggR (Figura 19, página 103). No obstante, según el borrador que está 
siendo elaborado por la Comisión Europea (Documento orientativo relativo a alimentos 
contaminados  con  ECVT)  (Figura  20,  página  106),  las  partidas  corresponderían  a  la 






























ONT:HNM).  Por  tanto,  36  (70,6%)  de  las  51  cepas  ECVT  aisladas  de  alimentos 
presentaron  serotipos descritos en patología humana con  la  siguiente distribución: 16 
(72,7%) de 22  cepas de  carne de vacuno, 10  (77%) de 13  cepas de  carne de  cerdo, 2 
(100%) de  2  cepas de  carne de pollo,  2  (100%) de  2  cepas de productos  agrícolas,  3 
(50%) de 6 cepas de productos lácteos y 3 (50%) de 6 cepas de carne de importación. 
Relacionamos  los  serotipos detectados con  la  clasificación de Karmali y colaboradores 
(2003) que establece seropatotipos (A, B, C, D y E) en relación con la virulencia potencial 
de  las  cepas  (Tabla 12, página 34).  Según esta  clasificación, 15  (29%) de  las 51  cepas 
ECVT  pertenecieron  a  los  seropatotipos  relacionados  con  SUH  y  CH:  los  altamente 
virulentos A  (4 cepas O157:H7) y B  (4 cepas O26:H11), o al C, que engloba cepas con 
riesgo potencial elevado (1 cepa O8:H19, 1 cepa O91:H21, 2 cepas O113:H21 y 3 cepas 









Serotipos  Nº cepas  Origen  Seropatotipo 
(Karmali et al. 2003) 
O6:H34  1 Carne picada de vacuno E
O8:H9•  3 Carne picada de cerdo D
O8:H19•  1 Carne picada de cerdo C





O39:H49  1 Carne picada de vacuno E
O76:H19  1 Productos lácteos D
O88:H25  1 Carne de vacuno de importación D




O106:H21  1 Carne picada de cerdo E
O113:H4  1 Carne picada de cerdo D
O113:H21•  2 Carne picada de vacuno C
O130:H11  1 Carne de vacuno de importación E




O150:H2  1 Carne picada de cerdo E




O168:H21  1 Carne picada de cerdo E
O166:H28•  2  1 Carne picada de cerdo D 
1 Productos lácteos
O174:H21•  3 Carne picada de vacuno C
O175:H21  1 Carne picada de vacuno E




O185:H7  1 Carne de vacuno de importación E
ONT:H2  1 Carne picada de vacuno E
ONT:H7  1 Carne picada de vacuno E
ONT:H8•  1 Carne picada de vacuno *
ONT:H14  1 Carne de ovino de importación E
ONT:H16  1 Carne picada de vacuno D
ONT:H21•  1 Carne picada de vacuno *
ONT:H28  1 Carne picada de vacuno E











Por  alimento,  las  22  cepas  ECVT  aisladas  de  carne  de  vacuno  procedentes  de  16 
muestras, presentaron 16 serotipos distintos. Destaca que el 50% de  las cepas aisladas 











cepas  de  origen  bovino  (carne  o  heces)  y  solo  los  serotipos  O39:H49,  O104:H7, 
O175:H21, ONT:H7, ONT:H16 no habían sido detectados en cepas bovinas (Blanco M. et 
al. 2004b; Mora  et al. 2007a). Concretamente,  el  serotipo O104:H7  solo  lo habíamos 
asociado hasta ahora a cepas de origen ovino (Blanco M. et al. 2003b; Rey et al. 2003; 
Mora  et  al.  2011b).  También,  Bai  y  colaboradores  (2015)  en  China  encontraron  una 
amplia variedad de serotipos entre las 62 cepas ECVT aisladas de 853 muestras de carne 
de origen bovino, ovino, porcino y de ave, con un total de 33 serotipos. No detectaron 
ninguna  cepa O157:H7,  pero  los  autores  lo  asociaron  a  no  incluir  en  su  protocolo  la 













O26:H11,  seropatotipo B; O113:H2,  seropatotipo C)  frecuentemente detectados entre 
pacientes  del  Hospital  de  Lugo  (HULA)  (Blanco  JE  et  al.  2004;  Mora  et  al.  2011b). 
Además,  hemos  detectado  4  serotipos  (O39:H49,  O104:H7,  O175:H21,  ONT:H7)  no 







seropatotipos  A,  B  o  C  (O157:H7,  O26H11,  O8:H19).  Las  3  cepas  con  serotipos 





Tres  (O106:H21, O150:H2, O168:H21) de  los 11 serotipos  identificados entre  las cepas 
ECVT  de  carne  picada  de  cerdo  del  presente  estudio  no  se  habían  detectado 
previamente  en  nuestros  estudios  entre  cepas  de  distintos  orígenes  (vacuno,  ovino, 
silvestre o humano) (Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Blanco M. et al. 2003b, 2004b; 




























Las  2  cepas  ECVT  aisladas  de  productos  agrícolas  y  procedentes  de  2  muestras  de 
lechuga, presentaron 2 serotipos (O146:H21, O145:H34) y aunque ninguno de ellos se ha 
asociado  a  SUH  y  CH,  el  serotipo  O146:H21  (seropatotipo  D)  es  uno  de  los  más 
frecuentemente  detectados  en  pacientes  del  HULA  en  nuestra  ciudad  (Mora  et  al. 
2011b). Este serotipo también lo hemos identificado en cepas ECVT aisladas de carne de 
vacuno  (Mora  et  al.  2007a), de heces de bovino  (Blanco M.  et  al.  2004b),  y  con una 
elevada  prevalencia  en  heces  de  ovino  (Rey  et  al.  2003;  Blanco  M.  et  al.  2003b). 
Asimismo,  lo  detectamos  en  51  cepas  (37,8%)  de  135  cepas  ECVT  aisladas  de  701 















Blanco M.  et  al.  2003b, Orden  et  al.  2003).  Solo  el  serotipo O8:H30  (2  cepas)  no  lo 
habíamos identificado anteriormente en cepas ECVT de nuestros estudios, sin embargo, 
Bai  y  colaboradores  (2015)  lo  encontraron  en  2  cepas  aisladas  de  carne  de  ovino  y 
vacuno, respectivamente. También determinaron el serotipo O176:H4 en 3 de 25 cepas 
aisladas de carne de ovino.  
Ninguna de  las cepas aisladas de productos  lácteos en nuestro estudio pertenecía a  los 
seropatotipos A, B o C  asociados  con  SUH  y CH, pero 3 de  los 5  serotipos  (O76:H19, 
O146:H21,  O166:H28)  habían  sido  identificados  en  cepas  ECVT  de  origen  humano 






a  los  seropatotipos A, B o C  asociados  con  SUH, pero 3 de  los 6  serotipos  (O88:H25, 
O178:H19  identificados  en 2  cepas  ECVT de  carne de  importación bovina;  y O104:H7 
identificado en 1 cepa ECVT de carne de  importación ovina)  los habíamos determinado 
previamente en cepas ECVT de origen humano (seropatotipo D). Además,  los serotipos 
O88:H25  y O178:H19  los habíamos  identificado  en heces de bovino  (Blanco M.  et al. 











y  silvestres),  detectaron  215  serotipos.  Curiosamente,  entre  esos  215  serotipos  no 



















13‐6a  O157:H7 D vt2c, eae‐γ1, E‐hlyA, stcE 
20‐4a  O6:H34 B1 vt2a, E‐hlyA, subA 
20‐3b  O175:H21 B1 vt1a, vt2a, E‐hlyA, saa 
30‐3a  O113:H21 B1 vt1a, vt2d 
30‐4a  O26:H11 B1 vt1a, eae‐β1, E‐hlyA 
30‐4d  ONT:H21 B1 vt1a, vt2c 
37‐3a  ONT:H8 B1 vt1a, vt2a, E‐hlyA, saa 
38‐4a  ONT:H2 B1 vt1a, eae‐ζ1, EhlyA 
43‐1a  O157:H7 D vt1a, vt2c, eae‐γ1, E‐hlyA, stcE 
43‐5a  O104:H7 B1 vt2a, E‐hlyA, saa, subA 
44‐4a  O91:H21 B1 vt2a vt2d, E‐hlyA, saa 
44‐4c  O174:H21 B1 vt2c 
45‐3a  ONT:H7 B1 vt2c 
46‐4a  O157:H7 D vt2c, eae‐γ1, E‐hlyA, stcE 
46‐4b  O174:H21 B1 vt2c 
54‐4a  O174:H21 B1 vt2c 
82‐3a  O39:H49 B1 vt2a, E‐hlyA, saa, subA 
87‐6a  ONT:H28 B1 vt1a, eae‐ζ1, E‐hlyA, stcE 
93‐4a  O156:H25 B1 vt1a, eae‐ζ1, E‐hlyA, stcE 
134‐3a  O113:H21 B1 vt2d, E‐hlyA, subA 
147‐4b  ONT:H16 A vt2a vt2g 









C19‐4a  O113:H4 A vt2d 
C89‐6a  O150:H2 B1 vt1a, vt2a, eae‐ζ1, E‐hlyA 
C120‐4a  ONT:HNM A vt2e 
C121‐4f  O178:H19 B1 vt1a, vt2a vt2d, E‐hlyA 
C123‐4a  O106:[H21] B1 vt1c 
C143‐4a  O8:H9 A vt2e 
C145‐1a  O8:H9 A vt2e 
C149‐2a  O8:H9 A vt2e 
C156‐5a  O8:H19 B1 vt2e 
C167‐1a  O157:[H7] D vt1a, vt2c, eae‐γ1, E‐hlyA, stcE 
C175‐4b  O168:H21 B1 vt2a 
C175‐4c  O26:H11 B1 vt1a, eae‐β1, E‐hlyA 
C188‐6a  O166:H28 B2 vt1c, vt2b, E‐hlyA 
Carne de ave           
(n=2) 
P125‐4b  ONT:HNM A vt2e 
P159‐4a  O26:[H11] B1 vt1a, eae‐β1, E‐hlyA 
Productos agrícolas 
(n=2) 
VH46‐6a  O146:H21 B1 vt1c, vt2b, E‐hlyA 
VH218‐3a  O145:H34 B2 vt2f, eae‐α1 
Productos lácteos    
(n=6) 
FV17315 (L42‐3a) O76:[H19] B1 vt1c, E‐hlyA 
FV17706 (L60‐4a) O146:H21 B1 vt2b, E‐hlyA 
FV17902 (L67‐4a) O8:H30 A vt2a 
FV18436 (L207‐6a)  O166:H28 B2 vt1c, vt2b, E‐hlyA 
FV18441 (L212‐6a)  O176:[H4] D vt1c, E‐hlyA 
FV18505 (L255‐4a)  O8:H30 A vt2a vt2d 
Carnes de importación 
(n=6) 
FV18097 (L84‐APTa)  O130:H11 B1 vt1a, vt2a, E‐hlyA, subA 
FV18101 (L89‐4a) O178:H19 B1 vt2c 
FV18376 (L172‐APTa)  O185:H7 B1 vt2c 
FV18390 (L186‐3a)  O88:H25 B1 vt2d, E‐hlyA, saa 
FV18601 (L281‐APTa)  ONT:H14 A vt2b 





51  cepas,  después  de  vt2,  fue  el  gen  E‐hlyA,  presente  en  28  (54,9%)  de  las mismas. 





Muestras/Nº cepas  vt1  vt2  vt1vt2  eae  E‐hlyA  saa  subA  stcE 
Carne de vacuno/n=22  5  22,7%  12  54,5%  5  22,7% 8  36,4% 15 68,2% 5 22,7% 4  18,2%  5  22,7% 
Carne de porcino/n=13  2  15,4%  7  53,8%  4  30,8% 3  23,1% 5  38,5% 0 0%  0  0%  1  7,7% 
Carne de ave/n=2  1  50%  1  50%  0  0%  1  50%  1  50%  0 0%  0  0%  0  0% 
P. agrícolas/n=2  0  0%  1  50%  1  50%  1  50%  1  50%  0 0%  0  0%  0  0% 
P. lácteos/n=6  2  33,3%  3  50%  1  16,7% 0  0%  4  66,7% 0 0%  0  0%  0  0% 
C. de importación/n=6  1  16,7%  4  66,7%  1  16,7% 0  0%  2  33,3% 1 16,7% 1  16,7%  0  0% 






• El  gen  eae  fue  significativamente  más  frecuente  entre  cepas  positivas  para  la 












caso  del  gen  eae  (25,5%  en  nuestro  estudio  vs.  2,2%).  La  prevalencia  del  gen  eae  en 
nuestro  estudio  está  relacionada  con  la  elevada  detección  de  cepas  ECVT  O157:H7  y 
O26:H11, puesto que 8 de las 13 cepas eae positivas pertenecían a estos serotipos (15,7% 





clasifica en dos  tipos  claramente diferenciados desde el punto de  vista  inmunológico  y 
molecular: VT1 y VT2. El  tipo VT1 es altamente homogéneo y  se clasifica en 3  subtipos 






cepas; 25,5%) y vt2c  (11 cepas; 21,6%). Precisamente,  las cepas ECVT portadoras de  los 
subtipos  vt1a,  vt2a,  vt2c  y  vt2d  están  asociadas  con  síntomas  clínicos  más  graves 
(Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; Bielaszewska et al. 2013). En nuestro estudio, el 
62,7%  (35  cepas  de  las  51)  eran  positivas  para  vt1a,  vt2a,  vt2c  o  vt2d  (solos  o  en 
combinación).  Adicionalmente,  9  cepas  eran  positivas  para  vt1c  y/o  vt2b,  subtipos 





pechuga de pollo  (probable  contaminación  cruzada de origen porcino), no presentaban 
factores de virulencia adicionales.  
El subtipo VT2f es uno de los últimos descritos en la literatura, ligado a cepas aisladas de 
aves  (palomas)  (Schmidt  et  al.  2000),  y  aunque  inicialmente  se  habían  reportado  solo 
algunos  casos  aislados de patología  humana  ligados  a  ECVT VT2f  en  Japón  (Seto  et  al. 
2007;  Etoh  et  al.  2009),  otros  países  como Alemania  (Prager  et  al.  2009)  y Dinamarca 
(Friesema  et  al.  2014),  sugieren  que  podrían  estar  ante  patógenos  emergentes. 
Concretamente, Prager y colaboradores  (2009)  identificaron 32 casos vt2f aislados entre 
2004‐2007 pertenecientes a varios serotipos, incluidas cepas O145:H34 asociadas a casos 
de  diarrea  en  seres  humanos.  En  nuestro  estudio,  1  cepa  aislada  de  una muestra  de 
lechuga O145:H34 es portadora además del gen eae, al igual que algunas de las descritas 
en el estudio de Prager y colaboradores (2009). En Dinamarca, Friesema y colaboradores 




Leung y  colaboradores  (2003) describieron una nueva variante, el  subtipo  vt2g, en una 









En  conclusión, 45 de  las 51  cepas  (88,2%) ECVT de nuestro estudio eran portadoras de 
genes  que  codifican  subtipos  potencialmente  patógenos  para  los  humanos  (vt1a,  vt1c, 





























Al  igual  que  otros  autores  (Martin  y Beutin,  2011; Bai  et  al.  2015),  hemos  encontrado 
ciertas asociaciones entre subtipos vt y el tipo de alimento de aislamiento de la cepa. Así, 
los subtipos vt1c y vt2b eran significativamente más prevalentes entre las cepas de origen 








(2015),  que  encontraron  que  todas  las  cepas  ECVT  aisladas  de  carne  de  cerdo  en  su 
estudio (14 cepas) eran portadoras de este vt2e, o Martin y Beutin (2011) que detectaron 
este subtipo en el 75,9% de las cepas de carne de cerdo, nosotros lo hemos detectado en 











ζ1)  con  asociaciones  específicas:  el  subtipo  β1  asociado  a  las  4  cepas O26:H11,  y  el 
subtipo  γ1  asociado  a  las  4  cepas O157:H7;  el  subtipo  ζ1  lo  detectamos  en  4  cepas 
pertenecientes  a  serotipos  (O150:H2,  O156:H25,  ONT:H2,  ONT:H28)  no  asociados  a 
infección humana (seropatotipo D); por último, el subtipo α1  lo detectamos en 1 cepa 
del  serotipo  O145:H34.  Curiosamente,  el  subtipo  α1  no  lo  habíamos  detectado  en 


















El estudio de  sensibilidad  a  los antimicrobianos de  las 51  cepas ECVT  se  realizó en  la 
Unidad  de Microbiología  del Hospital Universitario  Lucus Augusti  (HULA) mediante  el 
sistema  automatizado MicroScan WalkAway  96  Plus.  Se  determinó  la  concentración 
mínima  inhibitoria  (CMI)  de  las  siguientes  familias  y  grupos  de  antimicrobianos: 
penicilinas,  cefalosporinas  (incluidas  de  espectro  extendido),  inhibidores  de 
betalactamasas, cefamicinas, carbapenemas, aminoglicosidos, quinolonas, trimetoprim‐
sulfametoxazol y fosfomicina.  










SXT  11 (21,6%)  2 (50%)  9 (19,1%) 
AMP  4 (7,8%)  1 (25%)  3 (6,4%) 
NAL  1 (1,9%)  0 (0%)  1 (2,1%) 
IMP  1 (1,9%)  0 (0%)  1 (2,1%) 
GEN  1 (1,9%)  0 (0%)  1 (2,1%) 
TOB  1 (1,9%)  0 (0%)  1 (2,1%) 
SXT:  trimetoprim‐sulfametoxazol;  AMP:  ampicilina;  NAL:  ácido  nalidíxico;  IMP: 
imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina 
No encontramos diferencias significativas entre las cepas eae positivas (23%; 3 de 13) y 
las  eae  negativas  (31,6%;  12  de  38);  y  tampoco  entre  el  tipo  de  VT,  aunque  la 
prevalencia fue superior para las cepas vt2 (39,3%) con respecto a vt1 (18,1%) o vt1vt2 
(16,7%).  Sin  embargo,  sí  detectamos  diferencias  significativas  con  respecto  a  E‐hlyA: 
A. HERRERA 
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Por  antimicrobianos,  la  resistencia  frente  al  trimetoprim‐sulfametoxazol  fue  la  más 
prevalente (21,6%; 11 de las 51 cepas), seguida de la ampicilina (7,8%; 4 de 51 cepas); el 
resto de resistencias frente al ácido nalidíxico, imipenem, gentamicina y tobramicina, se 
detectaron en 1 cepa  (Tabla 72). Globalmente,  las 15 cepas  resistentes presentaron 6 
patrones de  resistencia  frente  a 1 o 2  antimicrobianos. No detectamos ninguna  cepa 
resistente  a  cefalosporinas,  inhibidores  de  las  bectalactamasas,  cefamicinas, 
fluoroquinolonas o a  la  fosfomicina, aunque 5  cepas no O157  (2 aisladas de  carne de 




CEF 0 50 0% 0 10 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 12 0% 0 38 0% 0 27 0%
CFZ 0 50 0% 0 10 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 12 0% 0 38 0% 0 27 0%
CXM 0 50 0% 0 10 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 12 0% 0 38 0% 0 27 0%
CTX 0 51 0% 0 11 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 13 0% 0 38 0% 0 28 0%
CAZ 0 51 0% 0 11 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 13 0% 0 38 0% 0 28 0%
FEP 0 51 0% 0 11 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 13 0% 0 38 0% 0 28 0%
FOX 0 50 0% 0 10 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 12 0% 0 38 0% 0 27 0%
AMC 0 51 0% 0 11 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 13 0% 0 38 0% 0 28 0%
TZP 0 51 0% 0 11 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 13 0% 0 38 0% 0 28 0%
IMP 1 51 2% 0 11 0% 1 28 3,6% 0 12 0% 0 13 0% 1 38 2,6% 0 28 0%
AMP 4 51 7,8% 1 11 9,1% 1 28 3,6% 2 12 16,7% 2 13 15,4% 2 38 5,3% 2 28 7,1%
GEN 1 50 2% 0 10 0% 1 28 3,6% 0 12 0% 0 12 0% 1 38 2,6% 0 27 0%
TOB 1 50 2% 0 10 0% 1 28 3,6% 0 12 0% 0 12 0% 1 38 2,6% 0 27 0%
NAL 1 51 2% 0 11 0% 1 28 3,6% 0 12 0% 0 13 0% 1 38 2,6% 0 28 0%
CIP 0 51 0% 0 11 0% 0 28 0% 0 12 0% 0 13 0% 0 38 0% 0 28 0%
SXT 11 51 21,6% 2 11 18,2% 8 28 28,6% 2 12 16,7% 3 13 23,1% 9 38 23,7% 3 28 10,7%






























SXT:  trimetoprim‐sulfametoxazol;  AMP:  ampicilina;  NAL:  ácido 
nalidíxico; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; 





que  el  porcentaje  era más  elevado  en  el  caso  de  las  65  cepas  aisladas  de  carne  de 
vacuno adquirida también en establecimientos de  la ciudad de Lugo  (57% de  las cepas 
O157 y 55% de  las no O157) (Mora et al. 2005). Si comparamos  los datos del presente 
estudio  para  los  antimicrobianos  utilizados  en  ambos  ensayos,  detectamos, 




O157).  Por  otro  lado,  en  el  estudio  anterior  se  detectaron  cepas  resistentes  para 


















Se  llevó  a  cabo  la  técnica  de  PFGE,  de  acuerdo  con  el  protocolo  estandarizado  de 
PulseNet  (http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli‐shigella‐salmonella‐pfge‐protocol‐
508c.pdf),  con  objeto  de  definir  los  perfiles  de  macrorrestricción  obtenidos  con  la 
enzima XbaI de las 51 cepas ECVT de nuestro estudio. Las imágenes de los geles de PFGE 
fueron  analizadas  con  el  programa  BioNumerics  versión  5.0.  para  obtener  el 
dendrograma que se muestra en la Figura 35.  
Las  51  cepas  ECVT  del  presente  estudio  revelaron  un  total  de  50  perfiles  de 
macrorrestricción.  La  alta  diversidad  genética  detectada  mediante  PFGE  está  en 
correlación  con  la  heterogeneidad  de  serotipos  (35  distintos)  y  perfiles  de  genes  de 
virulencia (15 combinaciones vt). En general, las cepas del mismo serotipo se agruparon 












distintos  (carne  picada  envasada  tipo  burguer  y  carne  picada  envasada),  pero 
muestreados  el mismo  día  y  en  un mismo  establecimiento,  lo  que  indicaría mismo 
origen de contaminación. El hecho de que la tercera cepa del estudio O174:H21‐B1 vt2c, 
procedente de una muestra de  carne de  vacuno picada envasada  y obtenida de otro 
establecimiento  de  la  misma  cadena  comercial  una  semana  después, mostrase  una 
identidad  del  80,6%  con  las  2  anteriores,  sugeriría  que  un  punto  de  contaminación 
común podría ser granja o matadero, y no la manipulación en el propio establecimiento. 
Curiosamente,  las  2  cepas  O157:H7‐D  vt2c  eae‐γ1  E‐hlyA  stcE  (87,8%  de  identidad), 
aisladas de 2 muestras de carne de vacuno (1 de carne de vacuno picada fresca y otra de 
carne  de  vacuno  picada  envasada),  procedían  de  2  cadenas  comerciales  diferentes  y 
fueron muestreadas en meses distintos; el origen de la contaminación podría estar en el 
matadero,  compartido  por  ambas  cadenas  comerciales,  o  que  las  cabezas  de  ganado 




establecimiento que  la  46‐4a. Hemos  constatado  en  estudios  anteriores  la diversidad 
genética del grupo clonal ECVT O157‐D en cepas aisladas en  la misma zona geográfica, 
ya sea de alimentos (Mora et al. 2007b), de canales en matadero (Alonso et al. 2007) o 
de otros orígenes  (Mora et al. 2004). En el estudio de Alonso y  colaboradores  (2007) 
sobre  la detección de portadores de ECVT O157 en matadero,  aislaron hasta 4  cepas 
diferentes en un mismo individuo (3 cepas distintas de contenido fecal y 1 aislada de la 
canal);  además,  los  autores  demostraron  la  utilidad  de  la  herramienta  PFGE  en  los 
programas de APPCC para  la detección de contaminación  cruzada, al  identificar cepas 
aisladas de la muestra fecal de un animal y su canal con el mismo perfil que las aisladas 
de dos canales de animales sacrificados en el mismo día. 
Como  conclusión,  los  resultados  de  PFGE  revelaron  que  existe  una  alta  diversidad 
genética  entre  las  cepas  ECVT  aisladas  de  alimentos,  y  que  esta  herramienta  de 











serotipos,  pero  aisladas  de  diferentes  orígenes,  comparamos  las  cepas  ECVT  de  este 
estudio con otras de nuestra colección (140 cepas O26:H11, 29 cepas O76:H19, 13 cepas 









resultado  reforzaría  la  hipótesis  del  potencial  patógeno  de  la  cepa  aislada  en  este 
estudio de la muestra de carne de picada de vacuno envasada (no solo por pertenecer al 
seropatotipo  A,  sino  también  por  su  alta  similitud  con  cepas  aisladas  de  pacientes 
humanos) (Figura 36). Ya habíamos demostrado en un estudio previo, la implicación de 
























de producto  lácteo  y 1 de  carne picada de  cerdo  con 43  cepas O166:H28 de nuestra 


















4.2.7.  Evaluación  de  protocolos  de  detección  y  aislamiento  de  ECVT  en 
alimentos 
Los patógenos transmitidos por alimentos, como es el caso de  los ECVT, se encuentran 
presentes  en  la mayoría  de  las  ocasiones  en  un  número muy  bajo,  lo  que  dificulta 
enormemente  su  recuperación,  que  se  ve  afectada  además  por  los  factores  físicos  o 
químicos debidos a la composición de la matriz alimentaria en sí, y a las condiciones en 
que se encuentra. Es fundamental, por tanto, tener en cuenta todas estas limitaciones a 
la hora de diseñar protocolos de detección  y  aislamiento  suficientemente  sensibles  y 
específicos. 
En  el  presente  estudio  hemos  aplicado  el  protocolo  diseñado  en  el  LREC  para  la 
detección y aislamiento de E. coli diarreagénicos a partir de PCR convencional (Tabla 36, 
página118).  Los  resultados  obtenidos  con  nuestro  protocolo  los  comparamos  con  un 
segundo procedimiento basado en PCR en tiempo real. 
 





la  aplicación  de  técnicas  específicas,  como  la  separación  inmunomagnética  para  la 
captura del antígeno O157, y el uso de medios de aislamiento selectivos; y el Método B 
(B‐3, B‐4, B‐5 y B‐6), diseñado para  la detección y aislamiento de  los ECVT no O157 y 
otros  E.  coli  diarreagénicos,  que  se  basa  en  la  combinación  de medios  selectivos  y 
distintas  temperaturas  de  incubación  (Tabla  74).  Por  consiguente,  tras  aplicar  los  6 













Observando  los  resultados  de  detección  y  aislamiento  de  ECVT  en  los  4  grupos  de 
alimentos  muestreados,  pudimos  determinar  que  en  la  carne  de  ave  (2  muestras 
positivas  y  2  cepas  aisladas),  las  metodologías  que  presentaron  mayor  sensibilidad 
fueron  los métodos B‐4 y B‐6, que mostraron una sensibilidad del 100%,  tanto para  la 
detección  y  aislamiento,  como  para  el  número  de  cepas  aisladas.  En  cuanto  a  los 
productos agrícolas  (2 muestras positivas y 2  cepas aisladas), el método más  sensible 
resultó ser el B‐6, 100% para la detección, aislamiento y número de cepas aisladas. 




muestras  con  aislamiento  de  alguna  cepa  (62,5%  y  58,3%,  respectivamente).  Sin 









1 5% 1 6,3% 43* 1 4,5%
A‐2. APTvcc 6 h/37 °C + SIM‐O157                                
+ agar MACS 18 h/37 °C + PCR
1 5% 1 6,3% 46‐* 1 4,5%
B‐3. APT 6 h/37 °C + caldo MACL 18h/37 °C            
+ agar MACL 18 h/37 °C + PCR
8 40% 6 37,5% 20*‐30*‐37‐45‐82‐134‐137‐156 6 27,3%
B‐4. APT 6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/37 °C           
+ agar MACSTC 18 h/37 °C + PCR





3 15% 2 12,5% 43*‐134‐137 2 9,1%
B‐6. APT 6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/44 °C           
+ agar MACSTC 18 h/44 °C + PCR
9 45% 5 31,3% 13‐20‐30‐38‐44*‐45‐87‐93‐187 5 22,7%
Combinando A‐1, B‐4 y B‐6 18 90% 13 81,3% 13‐20*‐30**‐37‐38‐43*‐44**‐45‐46**‐54‐87‐
93‐137‐147‐156‐177‐187‐194
16 72,7%
Combinando A‐1, B‐3 y B‐4 18 90% 14 87,5% 20**‐30***‐37‐38‐43*‐44**‐45‐46**‐54‐82‐
93‐134‐137‐147‐156‐177‐187‐194
19 86,4%
























Por  otro  lado,  a  pesar  de  la  baja  sensibilidad  que  presentaron  algunos métodos  de 
manera individual (tanto en carne de vacuno como en carne de cerdo, los métodos B‐3, 
B‐5  y  B‐6  presentaron  una  sensibilidad  inferior  al  50%),  observamos  que  numerosas 















2 11,8% 2 16,7% C145‐C167 2 15%
A‐2. APTvcc 6 h/37 °C + SIM‐O157                                    
+ agar MACS 18 h/37 °C + PCR
2 11,8% 1 8,3% C95‐C149 1 8%
B‐3. APT 6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/37 °C                
+ agar MACL 18 h/37 °C + PCR
7 41,2% 1 8,3% C07‐C89‐C95‐C123‐C156‐C175‐C188 0 0%
B‐4. APT 6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/37 °C                
+ agar MACSTC 18 h/37 °C + PCR






4 23,5% 1 8,3% C07‐C121‐C156‐C186 1 8%
B‐6. APT 6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/44 °C                
+ agar MACSTC 18 h/44 °C + PCR
7 41,2% 5 41,7% C89‐C121‐C123‐C143‐C145‐C175‐C188 5 38%
Combinando A‐1, B‐4 y B‐6 13 76,5% 10 83,3% C19‐C27‐C72‐C89‐C120‐C121‐C123‐C143‐C145‐C167‐
C149‐C175**‐C188
11 85%
Combinando A‐1, B‐3 y B‐4 16 94,1% 8 66,7% C07‐C19‐C27‐C72‐C89‐C95‐C120‐C121‐C123‐C143‐
C145‐C149‐C156‐C167‐C175**‐C188
9 69%




Combinando A‐1, B‐3, B‐4 y B‐5 17 100% 9 75% C07‐C19‐C27‐C72‐C89‐C95‐C120‐C121‐C123‐C143‐
C145‐C149‐C156‐C167‐C175**‐C186‐C188
10 77%















recuperar  el  100%  de  las  cepas,  está  justificado  aplicar  el  protocolo  basado  en  la 






de  RT‐PCR  para  detectar  los  tipos/subtipos  de  verotoxinas  (VT1  VT2  VTEC  Screening 
Assay de Applied Biosystems/Life Technologies; y TaqVet™ Pathogenic E. coli Screening 
de  Laboratoire  Service  International)  (apartado  3.4.4,  páginas  131  y  133).  Además, 
paralelamente  al  análisis  de  las  muestras  de  carne  picada  de  vacuno  mediante  el 
protocolo  basado  en  PCR  convencional,  valoramos  el  kit  de  Applied  Biosystems/Life 
Technologies. 
Al  realizar  la evaluación de  la capacidad de cada kit para detectar  los  tipos/subtipos de 
verotoxinas, pudimos observar que ninguno de los 2 kits detectaba todos los subtipos de 







muestras  del  kit  PrepSEQ  Rapin  Spin  Sample  de  dicha  casa  comercial  y  el  método 
VTEC_Method_02_Rev0 establecido por el  Laboratorio de Referencia Europeo para E. 









positivas. Por el método RT‐PCR se detectaron 14 de  las 20 positivas  (70%),  incluida 1 
muestra (la muestra 162) que dio negativa por PCR convencional y en la que se trató de 








vt1b  IPC  vt2b  IPC  VT1  VT2c 
13  35,238  30,047  35,52  31,444  vt2 (O157:H7)  ‐  c 
20  22,589  29,789  25,98  31,53  vt1vt2  a  a 
30  23,954  28,243  29,505  29,666  vt1vt2  a  d/c 
37  23,923  28,453  24,848  28,354  vt1vt2  a  a 
38  27,053  28,161  31,521  28,245  vt1  a  ‐ 
43  28,079  28,880  21,030  28,924  vt1, vt2 (O157:H7)  a  c/a 
44  34,340  29,479  16,522  28,981  vt2  ‐  a/d/c 
45  30,091  28,438  20,826  28,341  vt2  ‐  c 
46  31,740  28,048  20,798  27,692  vt2 (O157:H7)  ‐  c 
54  30,387  29,200  20,865  28,698  vt2  ‐  c 
82  40,2  28,867  29,016  28,746  vt2  ‐  a 
87  38,216  29,916  No amp.  29,974  vt1  a  ‐ 
134  40,792  29,378  16,42  29,645  vt2  ‐  d 
137  39,856  29,446  29,581  29,958  vt2  No localizadas 
147  31,665  28,986  36,174  29,603  vt2  ‐  a/g 
156  40,949  29,664  25,185  29,618  vt2  No localizadas 
162  38,465  30,182  28,177  30,700  negativo  No localizadas 
177  39,283  28,965  40,336  29,384  vt1  No localizadas 
187  37,201  28,335  39,718  28,694  vt2  No localizadas 
194  36,797  30,619  40,972  29,829  vt1  a  ‐ 
aCt<28 = positivo; Ct>31 = negativo. bSombreadas  las casillas en  las que hubo discrepancia con el  resultado por 
PCR  convencional;  cEn  rojo  los  subtipos  vt2  no  detectables  mediante  RT‐PCR,dEn  azul  figuran  las  muestras 
positivas para detección y aislamiento exclusivamente por PCR convencional 
Las discrepancias observadas entre ambos métodos se deben al hecho de que, a pesar 
de  que  la  técnica  de  RT‐PCR  es,  a  priori, más  sensible  que  la  PCR  convencional,  el 
protocolo aplicado en el LREC supone, como vimos en el apartado anterior, someter a la 
muestra  de  alimentos  a  una  serie  de  procesos  selectivos,  de manera  que  cuando  se 
aplica  la  PCR  convencional,  la  selectividad  de  los  métodos  previos  compensa  la 
sensibilidad de la RT‐PCR (Tabla 36, página 118). 




cepas  con  subtipos  detectables  por  RT‐PCR.  Curiosamente,  de  1  de  las  muestras 
positivas se aisló 1 cepa del subtipo vt2d (muestra 134), que no es detectable por el kit 
de RT‐PCR utilizado. La posible explicación de que la muestra fuera positiva por RT‐PCR 
es  que  en  ella  estuviera  presente,  además,  otra  cepa  no  aislada  de  un  subtipo 
detectable, como fue el caso de la muestra 30, de la que se aislaron 2 cepas, 1 vt2d (no 











en  29,5±1,5,  de  esta manera,  consideramos  positivas  todas  las muestras  cuyo  Ct  era 
inferior  a  28,  y  negativas  todas  aquellas  cuyo  valor  de  Ct  era  superior  a  31.  Para  las 
muestras  con  valores  entre  28  y  31,  fue  necesario  concentrar  la muestra  y  volver  a 















Para  ambos  genes,  las  prevalencias  de  detección  sobre  los  confluentes  fueron muy 
elevadas. Concretamente para el gen blaCTX‐M obtuvimos unas prevalencias de 57% para 




de  otras  especies  bacterianas  portadoras  de  genes  BLEE.  Por  esta  razón,  en  los 
siguientes apartados consideraremos únicamente  los datos de prevalencias basadas en 
aislamientos confirmados como E. coli productoras de BLEE.  
Globalmente,  110  muestras  de  alimentos  de  las  950  analizadas  (11,6%)  resultaron 
positivas para el aislamiento de cepas de E. coli productoras de BLEE. En total se aislaron 
148  cepas  procedentes  de  los  cuatro  grupos  de  alimentos  muestreados:  carne  de 
vacuno  (6 cepas de 5 muestras)  (Tabla 78 y Tabla 79); carne de cerdo  (13 cepas de 12 
muestras) (Tabla 78 y Tabla 80); productos agrícolas (2 cepas de 2 muestras) (Tabla 78 y 
Tabla 81); y de carne de ave (127 cepas de 91 muestras) (Tabla 78 y Tabla 82). La carne 






















CTX‐M  4/3  10/9  98/76  2/2  114/90 
SHV  1/1  3/3  29/28**  NR  33/32 
CTX‐M+SHV  1/1  0  0  NR  1/1 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































criterio  de  estatus  ExPEC  (1  CTX‐M‐1,  1  CTX‐M‐14  y  1  CTX‐M‐1/SHV‐12),  ya  que 









cepas que presentaban estatus ExPEC pertenecían a  los grupos  filogenéticos A  (1 cepa 
CTX‐M‐14 y 1 cepa CTX‐M‐1/SHV‐12) y B1 (1 cepa CTX‐M‐1). En una misma muestra de 




Siguiendo  el  esquema  diseñado  por Weissman  y  colaboradores  (2012),  se  realizó  el 
clonotipado  (CH) mediante secuenciación de dos  loci  (fumC/fimH) de  las 6 cepas BLEE 
aisladas de carne de vacuno, que mostró que pertenecían a 6 clonotipos distintos (Tabla 
79, página 198). 
De  los  6  clonotipos,  5  habían  sido  identificados  previamente  en  cepas  aisladas  de 
hemocultivos humanos, de entre una colección de 372 cepas del LREC (productoras y no 
productoras de BLEE); solo el clonotipo CH7‐25 (detectado en este estudio en 1 cepa de 





















que  codifican  para  factores  de  virulencia  típicos  de  cepas  ExPEC. Adicionalmente,  las 
cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el gen 
eae) a los que hubiera sido positiva (en su caso) la muestra de alimento. De los 21 genes 
ExPEC  analizados,  los  genes  más  prevalentes  fueron  fimH  (100%),  traT  (76,9%),  iss 
(61,5%) e  iroN  (53,8%). En contraste, en ninguna de  las cepas  fueron  identificados  los 
genes  papEF,  sfa/focDE,  afa/draBC,  cnf1,  sat,  hlyA,  y  kpsM  III.  Por  otra  parte,  las  13 
cepas productoras de BLEE presentaron una media de 5,8 genes de virulencia, con un 



















El  clonotipado  de  las  13  cepas  BLEE  aisladas  de  carne  de  cerdo  reveló  9  clonotipos 
distintos.  El  más  prevalente  fue  el  CH45‐97  detectado  en  3  cepas  del  filogrupo  D 
pertenecientes  a  3  serotipos  distintos,  pero  todas  ellas  portadoras  del  antígeno  H4 
(O8:H4, O161:H4 y ONT:H4) (Tabla 80, página 198). 
De  los  9  clonotipos,  7  habían  sido  identificados  previamente  en  cepas  aisladas  de 
hemocultivos humanos, de entre una colección de 372 cepas del LREC (productoras y no 
productoras  de BLEE), mientras  que  los  clonotipos  CH6‐53  y  CH7‐470  (detectados  en 









gen  blaCTX‐M  y  29  cepas  (22,8%)  del  gen  blaSHV.  Hay  que  tener  en  cuenta  en  estos 
porcentajes, que  las 98 cepas CTX‐M procedían de 76 de 200 (38%) muestras de carne 
de ave analizadas para este gen, mientras que para el gen blaSHV solo se analizaron 100 












199).  Los  serotipos detectados en más de 2  cepas  fueron: O25:H4  (7  cepas CTX‐M‐9; 
5,5%), O153:H10 (7 cepas CTX‐M‐32; 5,5%), O3:H26 (3 cepas CTX‐M‐14; 2,4%), O6:HNT 
(3  cepas  CTX‐M‐14;  2,4%),  O6:H16  (2  cepas  CTX‐M‐14  y  1  cepa  CTX‐M‐14b;  2,4%), 
ONT:HNM (6 cepas con distintos tipos BLEE; 4,7%). El resto de serotipos se detectó en 1 
o 2 cepas. 
Las  127  cepas  fueron  además  caracterizadas mediante  PCR  para  la  presencia  de  21 
genes que codifican para factores de virulencia típicos de cepas ExPEC. Adicionalmente, 
las cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el 
gen eae) a  los que hubiera sido positiva (en su caso)  la muestra de alimento. De  los 21 
genes ExPEC analizados,  los genes más prevalentes  fueron  fimH  (97,6%),  iutA  (55,1%), 
iucD  (55,1%),  iss  (44,9%) e  iroN  (44,1%). En contraste, en ninguna de  las cepas  fueron 
identificados  los genes sfa/focDE, afa/draBC, cnf1 y hlyA. Por otra parte,  las 127 cepas 
productoras de BLEE presentaron una media de 4,7 genes de virulencia, con un  rango 
que varió entre 1 y 13 genes. En  concreto,  las  cepas  con mayor número de genes de 






afa/draBC,  iutA  y  kpsM  II)  de  acuerdo  con  la  definición  de  Johnson  y  colaboradores 
(2003a). 
Por  último,  24  de  las  127  cepas  (18,9%)  eran  positivas  para  el  gen  eae:  20  cepas 



















de  carne  de  ave.  Entre  las  118  analizadas,  se  detectaron  un  total  de  45  clonotipos 
diferentes. De esos 45 clonotipos, 6 fueron los más prevalentes, detectados en 50 de las 
118 cepas (42,4%): CH11‐54 (17 cepas del filogrupo A, incluidas 7 O153:H10); CH40‐22 (8 




De  los  45  clonotipos,  26  habían  sido  identificados  previamente  en  cepas  aisladas  de 
hemocultivos humanos, de entre una colección de 372 cepas del LREC (productoras y no 
productoras de BLEE)  (datos no publicados). Sin embargo, 19 de  los 45  clonotipos no 
habían  sido  previamente  identificados  en  dicha  colección,  y  todos,  salvo  el  CH7‐25 
(detectado  también en 1 cepa de carne de vacuno), podrían estar asociados al origen 
aviar de las cepas. Esos 19 clonotipos se identificaron en 32 cepas de carne de pollo. Hay 
que destacar que el  clonotipo CH632‐54 ha  sido  identificado por primera vez en este 
estudio;  incluye un nuevo alelo del  fumC  (632) que varía únicamente en 1 nucleótido 





está  asociado  a  cepas  del  mismo  grupo  filogenético,  mismos  clonotipos  pueden 
identificarse en cepas de distintos serotipos e,  incluso, de diferente grupo filogenético. 
En  nuestro  estudio  hemos  detectado  4  clonotipos  en  cepas  de  distinto  grupo 






En  la  Tabla  81  (página  198)  figuran  las  características  de  las  2  cepas  de  E.  coli 









Las  2  cepas  E.  coli  CTX‐M‐1  aisladas  de  1  ensalada  envasada  y  1 muestra  de  brécol, 
respectivamente, presentaban serotipos distintos: O8:H7 y ONT:HNM (Tabla 81, página 
198).  
Solo 1 de  las 2 cepas  fue positiva para alguno de  los 21 genes de virulencia  típicos de 
cepas ExPEC analizados mediante PCR, en concreto la cepa O8:H7 CTX‐M‐1 fue positiva 
para 3 genes:  fimH,  iroN,  iss.  La  cepa ONT:HNM CTX‐M‐1  fue negativa para  todos  los 




















de  carne  de  pollo  con  resistencia  frente  a  únicamente  2  antimicrobianos  (esta  cepa 
había perdido el gen blaCTX durante su conservación y, probablemente, otras resistencias 
asociadas  a  un  mismo  plásmido),  el  resto  de  cepas  presentaron  patrones  de 















2 1 0,7% 0‐0‐1‐0 CTX‐M‐1 1 R R R R ‐ R R R ‐ R ‐ ‐ R R R ‐ 11
3 1 0,7% 0‐0‐1‐0 SHV‐12 1 R R R R R R ‐ ‐ R R R R ‐ R ‐
4 1 0,7% 0‐0‐1‐0 SHV‐12 1 R R R R R R ‐ ‐ ‐ R R ‐ R R R ‐ 11
0‐0‐1‐0 CTX‐M‐1 1
0‐0‐2‐0 CTX‐M‐32 2
6 1 0,7% 0‐0‐1‐0 CXT‐M‐9 1 R R R R ‐ R ‐ ‐ ‐ R ‐ R R R R ‐ 10
7 1 0,7% 0‐0‐1‐0 SHV‐12 1 R R R R R R ‐ ‐ ‐ R R ‐ R ‐ R ‐ 10
8 2 1,4% 0‐0‐2‐0 CTX‐M‐1 2 R R R R ‐ R ‐ ‐ ‐ R R R R R ‐ ‐ 10
9 1 0,7% 0‐0‐1‐0 SHV‐12 1 R R R R R R ‐ ‐ R R R R ‐ ‐ ‐ ‐ 10
10 3 2,0% 0‐0‐3‐0 CTX‐M‐32 3 R R R R R R ‐ ‐ ‐ R R ‐ R R ‐ ‐ 10
0‐0‐4‐0 SHV‐12 4
0‐0‐1‐0 SHV‐NS 1
12 1 0,7% 0‐0‐1‐0 CTX‐M‐32 1 R R R R R R ‐ ‐ ‐ R R R ‐ ‐ ‐ R 10





15 1 0,7% 0‐0‐1‐0 CTX‐M‐14 1 R R R R ‐ R R ‐ ‐ R ‐ ‐ R R ‐ ‐ 9
0‐0‐1‐0 CTX‐M‐NS 1
0‐2‐5‐0 SHV‐12 7
17 1 0,7% 1‐0‐0‐0 CTX‐M‐1 1 R R R R ‐ R ‐ ‐ ‐ R R R R ‐ ‐ ‐ 9
18 1 0,7% 0‐0‐1‐0 CTX‐M‐14 1 R R R R ‐ R ‐ ‐ ‐ R R ‐ R R ‐ ‐ 9
19 2 1,4% 0‐0‐2‐0 CTX‐M‐9 2 R R R R ‐ R ‐ ‐ ‐ R R ‐ R ‐ R ‐ 9
0‐1‐0‐0 CTX‐M‐32 1
0‐0‐4‐0 SHV‐12 4
21 1 0,7% 0‐0‐1‐0 SHV‐12 1 R R R R R R ‐ ‐ ‐ R R ‐ R ‐ ‐ ‐ 9






























36 1 0,7% 0‐0‐1‐0 CTX‐M‐NS 1 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ R ‐ ‐ ‐ 2
TOTAL 148 147 147 147 146 51 146 3 4 1 148 31 16 104 61 46 3 (2‐11)




1 3 2,0% R R R ‐ 11
5 3 2,0% R R
‐ ‐ R R R RR R R ‐ R ‐
‐ ‐ 11R R R
11 5 3,4% R R R
‐ R RR R R R ‐ ‐
R ‐ 10
14 10 6,8% R R R R
R ‐ ‐ R RR R R ‐ ‐ ‐
‐ 9‐
16 8 5,4% R R R R R
‐ R R R‐ R ‐ ‐ ‐ R
9
20 5 3,4% R R R R R R
‐ R R ‐ ‐R ‐ ‐ ‐ R ‐
R ‐ 9‐ ‐ ‐ R ‐ ‐




24 6 4,1% R R R R
R ‐ ‐ R RR ‐ R ‐
‐ 8‐ ‐ R ‐ ‐R R ‐
8‐ ‐ ‐ R ‐ ‐26 10 6,8% R R R R ‐ R
8,1% R R R
R ‐ R ‐
‐ ‐ 7
30 5 3,4% R R R R
R ‐ ‐ R ‐R ‐ R ‐ ‐ ‐28 12
‐ 7‐
32 7 4,7% R R R R R
‐ ‐ ‐ R‐ R ‐ ‐ ‐ R
7
34 3 2,0% R R R R ‐ R
‐ ‐ ‐ ‐ ‐R ‐ ‐ ‐ R ‐
‐ ‐ ‐ ‐ 7‐ ‐ ‐ R R ‐
‐ ‐
6
* Nº. Número de  antibióti cos  frente  a  los  que  eran res i s tentes  l as  cepas . Ninguna  cepa  presentó res is tencia  frente  al  imipenem (IMP)
CEF: cefa lotina, CFZ: cefazol ina , CXM: cefuroxima, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, FOX: Cefoxi tina , AMC: Amoxici l ina/clavulánico, TZP: 
Piperaci l ina/tazobactam, AMP: Ampici l ina , GEN: Getamicina,TOB: Tobramicina , NAL: Ácido Nal idíxi co, CIP: ciprofloxacina, SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol , 
FOF: Fosfomicina.
V‐P‐A‐PA= número de  cepas  de  vacuno, porcino, ave  y productos  agrícolas
NS: no secuenciada





Analizando  las prevalencias de resistencia por antimicrobiano, todas  las cepas, salvo  la 
que  había  perdido  el  gen  blaCTX,  fueron  resistentes  a  cefalosporinas  de  espectro 
extendido; además,  las 148 cepas  (100%) presentaron resistencia a  la ampicilina y 104 
(70,3%)  al  ácido  nalidíxico.  Es  importante  destacar  que  el  41,2%  de  las  cepas  era 
resistente  a  la  ciprofloxacina,  el  31,1%  al  trimetoprim‐sulfametoxazol,  el  20,9%  a  la 
gentamicina  y  el  10,8%  a  la  tobramicina.  Por  último, muy  pocas  cepas  presentaron 
resistencia frente a los inhibidores de las β‐lactamasas (4 cepas de carne de pollo frente 
a  la  amoxicilina‐ácido  clavulánico  y  1  cepa,  también  de  carne  de  pollo,  frente  a  la 
piperacilina‐tazobactam), frente a las cefamicinas (3 cepas de carne de pollo frente a la 





Resistencia antimicrobiana  Vacuno  Cerdo  Ave  P. agrícolas 
•Penicilinas (AMP)  6 100%  13 100%  127 100%  2  100% 
•Quinolonas (NAL)  3 50%  8  61,5%  93  73,2%  0  0% 
•Trimetoprim‐sulfametoxazol (SXT)  2 33%  4  30,8%  40  31,5%  0  0% 
•Fluoroquinolonas (CIP)  2 33%  5  38,5%  54  42,5%  0  0% 
•Aminoglucósidos (GEN‐TOB)  2 33%  1  7,7%  29  22,8%  0  0% 
•Cefalosporinas (1ª ‐ 4ª generación) (CEF‐CFZ‐CXM‐CTX‐CAZ‐FEP)  6 100%  13 100%  126 99,2%  2  100% 
 ◦Cefalosporinas de espectro extendido (CTX‐CAZ‐FEP)  6 100%  13 100%  126 99,2%  2  100% 
•Inhibidores de β‐lactamasas (AMC‐TZP)  0 0%  0  0%  5  3,9%  0  0% 
•Cefamicina (FOX)  0 0%  0  0%  3  2,4%  0  0% 
•Fosfomicina (FOF)  0 0%  0  0%  3  2,4%  0  0% 
Multirresistentes a 4 o más familias  3 50%  7  53,8%  80  63%  0  0% 
Multirresistentes a 3 familias  1 17%  3  23,1%  29  22,8%  0  0% 
Multirresistentes a 2 familias  2 33%  3  23,1%  18  14,2%  2  100% 
Resistentes a 1 familia  0 0%  0  0%  0  0%  0  0% 




Específicamente,  las  26  cepas  productoras  de  BLEE  y  positivas  para  el  gen  eae 
presentaron  13  patrones  de  resistencia,  compartidos  en  su mayoría  con  el  resto  de 
cepas BLEE eae negativas  (incluido el patrón de resistencias más prevalente  frente a 8 
antimicrobianos,  P23).  Globalmente,  23  (84,6%)  de  las  26  cepas  eae  positivas 






15,4%  frente  a  la  ciprofloxacina,  y  el  11,5%  frente  al  trimetoprim‐sulfametoxazol. 
Encontramos diferencias significativas entre este grupo eae positivo y el resto de cepas 
BLEE (122 cepas) en la resistencia frente a 3 antimicrobianos; con mayor prevalencia de 
resistencias a  los aminoglucósidos  (46,2% de  cepas eae positivas vs. 16,4% de  las eae 
negativas), y menor a  las  fluoroquinolonas  (15,4% de  las cepas eae positivas vs. 46,7% 
de las eae negativas) y al trimetoprim‐sulfametoxazol (11,5% de las cepas eae positivas 
vs. 35,2% de  las eae negativas); por último, 81  (66,4%) de  las 122 cepas eae negativas 




Resistencia antimicrobiana  eae+ (n=26)     eae‐ (n=122)     P* 
•Penicilinas (AMP)  26  100%     122  100%       
•Quinolonas (NAL)  16  61,5%     88  72,1%       
•Trimetoprim‐sulfametoxazol (SXT)  3  11,5%     43  35,2%     0,012 
•Fluoroquinolonas (CIP)  4  15,4%     57  46,7%     0,002 
•Aminoglucósidos (GEN‐TOB)  12  46,2%     20  16,4%     0,002 
•Cefalosporinas (1ª ‐ 4ª generación) (CEF‐CFZ‐CXM‐CTX‐CAZ‐FEP)  25  96,2%     122  100%       
 ◦Cefalosporinas de espectro extendido (CTX‐CAZ‐FEP)  25  96,2%     122  100%       
•Cefamicina (FOX)  0  0%     3  2,5%       
•Fosfomicina (FOF)  1  3,8%     2  1,6%       
Multirresistentes a 4 o más familias  9  34,6%     81  66,4%     0,003 
Multirresistentes a 3 familias  14  53,8%     19  15,6%     0,000 
Multirresistentes a 2 familias  3  11,5%     22  18,0%       
Resistentes a 1 familia  0  0%     0  0%       













con  lo  recogido  en  las  revisiones más  recientes  de  la  literatura  científica,  tanto  en 
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tanto  en  los  animales  de  producción  como  en  los  alimentos,  varían mucho  de  unos 
estudios  a  otros  (entre  0,2%  a  valores  superiores  al  50%),  dependiendo  del  país  de 
origen del producto y  la metodología utilizada (EFSA, 2011c). Tanto es así, que algunos 
estudios  señalan  a  las  carnes  importadas  de  países  sudamericanos  como  fuente 
importante de este tipo de cepas por sus elevados niveles de contaminación (Dhanji et 
al.  2010;  Borjesson  et  al.  2011;  Kawamura  et  al.  2014).  Kawamura  y  colaboradores 
(2014)  en  un  estudio  comparable  al  nuestro,  pero  con menor  tamaño  de muestreo, 
analizaron  153  muestras  de  carne  de  pollo,  vacuno,  cerdo  y  productos  agrícolas, 
adquiridas en 29 supermercados de Japón durante 2010. Solo encontraron cepas E. coli 
BLEE en la carne de pollo, con una prevalencia ligeramente superior a la nuestra (50,7%; 
35  de  69 muestras).  Además,  los  autores  detectaron  diferencias  según  el  origen,  de 
manera  que  la  prevalencia  era  superior  en  las  carnes  importadas  de  países 
sudamericanos que en las carnes autóctonas. En el Reino Unido, se detectaron cepas de 
E. coli productoras de BLEE en 62 (29,5%) de 210  lotes de carne de pollo  importada de 
Sudamérica  (Dhanji  et  al.  2010).  Y  en  un  estudio  realizado  en  Túnez,  los  niveles  de 







E.  coli  productoras  de  BLEE  en  carne  de  ave  (pollo  y  pavo)  procedente  de 
establecimientos sevillanos del 62,5% en su estudio del 2007, al 93,3% en su estudio del 







En  cuanto  a  la  detección  de  cepas  productoras  de  BLEE  en  productos  agrícolas,  no 
existen  demasiados  estudios  al  respecto.  Muchos  productos  agrícolas  se  consumen 
crudos,  por  lo  que  existe  elevada  posibilidad  de  transferencia  de  este  tipo  de  cepas 
bacterianas al hombre. Algunos autores han  llamado  la atención sobre  la presencia de 
cepas  productoras  de  BLEE  en  aguas  residuales  tratadas,  y  el  riesgo  potencial  de 
transmisión de estas bacterias en su uso en la agricultura (Pignato et al. 2009). También 
se ha identificado como ruta de transmisión la aplicación de abono orgánico (Boehme et 
al. 2004).  En nuestro estudio  aislamos E.  coli productoras de BLEE en un 0,6% de  las 
muestras de productos agrícolas. Además, 1 de  las 2 muestras positivas  se  trataba de 








en  el  caso  de  productos  agrícolas  se  encuentran  datos  de  mayores  niveles  de 
contaminación  vinculados  a  determinados  orígenes  geográficos;  así,  Zurfluh  y 
colaboradores  (2015) examinaron en  Suiza  los productos agrícolas  frescos  importados 
de  la República Dominicana,  India, Thailandia y Vietnam, encontrando que el 25,4% de 
169  muestras  eran  portadoras  de  cepas  bacterianas  productoras  de  BLEE,  y 
específicamente 20 muestras (11,8%) eran portadoras de cepas de E. coli BLEE positivas. 
Tipificamos mediante secuenciación el gen bla de 141 de  las 148 cepas de E. coli BLEE, 






CTX‐M  detectados  en  las  cepas  aisladas  de  alimentos  de  este  estudio  fueron  los 
esperables: el tipo CTX‐M‐1 se encuentra diseminado entre los animales de producción y 




población  humana,  solo  se  ha  detectado  de  forma  accidental  en  los  animales  de 
producción o en  los  alimentos en muy pocos países europeos,  al  contrario de  lo que 
ocurre en países asiáticos (Cortés et al. 2010; Mora et al. 2010; EFSA, 2011c; Blaak et al. 
2015). Específicamente en carne de pollo, hemos identificado los mismos tipos de BLEE, 





2009).  Concretamente  en  Galicia,  todos  los  tipos  BLEE  identificados  entre  las  cepas 
aisladas de alimentos del presente estudio  (CTX‐M‐1, CTX‐M‐9, CTX‐M‐14, CTX‐M‐14b, 





fuentes  del  entorno  agrario  (gallinas,  vacas,  cerdos  y  animales  de  compañía),  de 
patología veterinaria y de seres humanos (población general, casos ambulatorios y casos 
nosocomiales), identificaron globalmente los mismo tipos de BLEE entre las cepas de E. 
coli  de  origen  animal  y  humano  (incluidos  los  hallados  en  el  presente  estudio),  pero 
encontraron diferencias  significativas de prevalencia  según  fuesen de origen  animal o 
humano, siendo las más comunes en su estudio CTX‐M‐1 (63,3% de las cepas de origen 




En  nuestro  estudio  no  se  encontraron  diferencias  significativas  del  tipo  de  CTX‐M  en 
relación con el  tipo de alimento. Y aunque no se encontraron diferencias significativas 
en  las prevalencias de  resistencia  frente a  los 17 antimicrobianos analizados entre  las 
cepas aisladas de los 3 tipos de carne (p>0,05 para todas las comparaciones), tal y como 
se  indica en  el  apartado  anterior,  sí detectamos diferencias  significativas  asociadas  al 
grupo CTX‐M. Así,  las 54 cepas positivas para CTX‐M del grupo 1 mostraron niveles de 





BLEE  Vacuno Cerdo  Pollo Agrícolas  TOTAL  CTX‐M‐grupo  CAZ
GEN 
TOB NAL  CIP  SXT  p 
CTX‐M‐1  4  4  27  2  37 
Grupo 1  18  20  28  15  8  <0,05  
para todas las 
comparaciones 
CTX‐M‐32  0  2  15  0  17 
CTX‐M‐9  0  1  18  0  19 
Grupo 9  0  6  46  30  23 
CTX‐M‐14/14b  1  3  32  0  36 
TOTAL  5  10  92  2  109* 
*De las 115 cepas positivas para el gen blaCTX‐M, 6 cepas no pudieron ser tipificadas por haber perdido dicho gen 
En  concordancia  con  los  estudios  europeos,  en  los  que  se  encuentra  una  elevada 
diseminación  de  las  BLEE  del  tipo  SHV,  fundamentalmente  SHV‐12  y  SHV‐2  (EFSA, 
2011c), todas  las cepas SHV del presente estudio, aisladas de carne de vacuno, cerdo y 
pollo,  fueron SHV‐12, con elevados niveles de  resistencias asociadas que, comparados 
con  los  de  las  cepas  CTX‐M  (del  grupo  1  y  9  conjuntamente),  presentaron  una 







encontraron  que  las  cepas  productoras  de  CTX‐M  del  grupo  1, mostraban  niveles  de 
resistencia  significativamente  superiores  frente  a  la  ceftazidima  y  al  aminoglucósico 
A. HERRERA 
218 
amikacina,  en  comparación  con  las  cepas  CTX‐M  del  grupo  9.  Lo  que  es  más 
preocupante es que estos autores encontraron, además, elevados niveles de resistencia 
a  la  fosfomicina, principalmente asociada a cepas CTX‐M del grupo 1. En nuestro caso 
















de carne de vacuno). Cinco de  los 6 clonotipos  identificados en  las cepas de carne de 
vacuno  y  7 de  los  9  identificados  en  las  cepas de  carne de  cerdo,  estaban presentes 
entre los 46 clonotipos identificados en carne de ave (Tabla 87).  
Al  comparar  los  50  clonotipos  identificados  en  las  cepas  aisladas  de  alimentos  del 
presente  estudio,  con  los  clonotipos  identificados  en  372  cepas  de  una  colección  de 
hemocultivos  del  LREC,  encontramos  que  28  de  los  50  clonotipos  habían  sido 

































































13  cepas  de  carne  de  cerdo,  50  en  las  127  de  carne  de  pollo  y  1  en  las  2  cepas  de 
productos  agrícolas).  Algunos  genes  no  se  detectaron  en  ninguna  de  las  148  cepas 
(afa/draBC y hlyA), o solo en algunas cepas de un único origen  (papEF en 11 cepas de 
carne de ave;  sfa/focDE y  cnf1 en 1  cepa de vacuno;  sat en 3  cepas de  carne de ave 
O6:H16/HNT;  kspM  III  en  5  cepas  de  carne  de  ave  O6:H16/HNT).  Comparando  la 
prevalencia  individual de  los genes en  las cepas aisladas de  los 3  tipos de carnes, solo 







TOTAL Carne de vacuno  Carne de Cerdo  Carne de ave  Producto agrícola 
fimH  6 (100%)  13 (100%)  124 (97,6%)  1 (50%)  144 (97,3%) 
fimAvMT78  1 (16,7%)  3 (23,1%)  38 (29,9%)  0  42 (28,4%) 
papEF  0  0  11 (8,7%)  0  11 (7,4%) 
sfa/focDE  1 (16,7%)  0  0  0  1 (0,7%) 
cnf1  1 (16,7%)  0  0  0  1 (0,7%) 
cdtB  0  2 (15,4%)  1 (0,8%)  0  3 (2%) 
sat  0  0  3 (2,4%)  0  3 (2%) 
tsh  1 (16,7%)  6 (46%)  32 (25,2%)  0  39 (26%) 
iroN  3 (50%)  7 (53,8%)  55 (43,3%)  1 (50%)  66 (44,6%) 
iucD  3 (50%)  6 (46%)  70 (55,1%)  0  79 (53,4%) 
iutA  3 (50%)  6 (46%)  70 (55,1%)  0  79 (53,4%) 
kpsM II  2 (33,3%)  3 (23,1%)  18 (14,2%)  0  23 (15,5%) 
KpsM III  0  0  5 (3,9%)  0  5 (3,4%) 
cvaC  1 (16,7%)  2 (15,4%)  30 (23,6%)  0  33 (22,3%) 
iss  3 (50%)  8 (61,5%)  56 (44,1%)  1 (50%)  68 (45,9%) 
traT  5 (83,3%)  10 (76,9%)  36 (28,3%)  0  57 (38,5%) 
malX  1 (16,7%)  6 (46%)  23 (18,1%)  0  30 (20,3%) 
ibeA  1 (16,7%)  2 (15,4%)  9 (7,1%)  0  12 (8,1%) 








de carne de ave). Aunque  las 26 cepas presentaban 13 serotipos,  la mayoría (21 de  las 








La predominancia de  los  filogrupos A y B1, entre el grupo heterogéneo de 148  cepas 
productoras de BLEE aisladas de alimentos, indicaría que los genes blaBLEE se encuentran 
bien asentados entre  cepas  comensales de E.  coli. Este hallazgo está en  concordancia 
con  lo observado por Zurfluh y colaboradores  (2015), en base al 80,8% de cepas de E. 
coli productoras de BLEE, aisladas de productos agrícolas en su estudio pertenecientes a 
los  grupos  filogenéticos  A  y  B1.  Y  concretamente  en  carne  de  pollo,  Kluytmans  y 
colaboradores (2013) identificaron estos dos grupos filogenéticos en el 72% de las cepas 
productoras de BLEE, aisladas de dicho  tipo de  carne. En nuestro estudio,  se observó 
esta  predominancia  independientemente  del  origen  de  aislamiento,  aunque  con 
diferencias (83,3% carne de vacuno, 53,8% carne de cerdo; 72,4% carne de pollo y 100% 
productos  agrícolas).  Valentin  y  colaboradores  (2014)  también  encontraron  esta 







ave). De  las 26 cepas con estatus ExPEC, el 69,2% pertenecían a  los mismos  filogrupos 
(B2 y D) que  los más comúnmente asociados con patología extraintestinal humana. La 






(66,5%)  comparable a  la nuestra de  los  filogrupos B2  y D entre  las  cepas  con estatus 
ExPEC. Asimismo, Ghodousi y colaboradores (2015) detectaron una prevalencia de cepas 






diarrea  del  HULA  (Herrera,  2010).  Todas  las  cepas  identificadas,  tanto  en  estudios 
previos como en este estudio, presentan una alta similitud, siendo todas del filogrupo A, 
portadoras del gen eae‐β1, positivas para  los genes fimH y fimAvMT78, pertenecientes al 









multilocus  según  el  esquema  de  Achtman  (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) 
(Herrera, 2010). Por  tanto, hemos  constatado el potencial  zoonótico del  grupo  clonal 
O153:H10‐A  (ST10),  prevalente  en  animales  de  producción  e  implicado  en  patología 
humana,  portador  de  genes  de  virulencia  diarreagénicos  y  de  genes  codificadores  de 
BLEE. Este grupo clonal aparece altamente conservado a lo largo del tiempo, por lo que 








Estudios  previos  han  demostrado  el  vínculo  existente  entre  determinados  grupos 
clonales de E. coli aislados de animales de producción, o sus productos, y de patología 
humana. Mora  y  colaboradores  (2009b)  describieron  el  grupo  clonal O1:H7/HNM‐B2‐
ST95 en cepas aisladas de patología aviar y cepas de origen humano implicadas en casos 
de meningitis y septicemia, aisladas en diferentes fechas y orígenes geográficos, con una 
identidad  >85%  en  sus  perfiles  de  macrorrestricción. Cortés  y  colaboradores  (2010) 











Países  Bajos  (Vincent  et  al.  2010;  Overdevest  et  al.  2011;  Bergeron  et  al.  2012; 
Kluytmans  et  al.  2013).  Aunque  son menos  los  trabajos,  también  se  ha  identificado 






Investigamos  la presencia del grupo  clonal  ST131 de E.  coli en alimentos  siguiendo el 
protocolo mostrado  en  la  Tabla  36  (Métodos  B‐3  a  B‐6;  página  118). Mediante  PCR 




















Carne picada de vacuno (n=200)  3  1,5%     2  1%  2  0 
Carne picada de cerdo (n=200)  21  10,5%     17 8,5%  18  2 
Pechuga de pollo (n=200)  40  20%     28 14%  29  7 
Productos agrícolas (n=150)  1  0,7%     1  0,7%  1  0 
Total (n=750)  65  8,7%     48 6,4%  50  9 
aDetección mediante PCR del gen rfbO25b; b Muestras con aislamiento de colonias 
 
Las  cepas multirresistentes  de  E.  coli O25b:H4‐B2,  pertenecientes  a  la  secuencia  tipo 
ST131,  han  sido  reconocidas  a  nivel mundial  como  importantes  patógenos  para  los 
humanos  (Nicolas‐Chanoine et al. 2008). Aunque este grupo  clonal está asociado a  la 
diseminación  de  CTX‐M‐15,  muchas  cepas  son  sensibles  a  las  cefalosporinas  y 
resistentes a  las  fluoroquinolonas  (Leflon‐Guibout et al. 2004). Los estudios científicos 
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han  evidenciado  que  las  cepas  ST131  ya  no  solo  circulan  entre  los  humanos,  sino 
también entre hospedadores animales (Cortés et al. 2010; Ewers et al. 2010; Mora et al. 
2010).  
Todavía  no  hay muchos  estudios  centrados  en  la  presencia  de  este  grupo  clonal  en 
alimentos o en animales de producción. La mayoría de los hallazgos derivan del análisis 
de cepas productoras de BLEE o de cepas ExPEC, y por lo que se deduce de los datos en 
trabajos  recientes,  las  cepas  ST131 presentes en  los  animales de producción  y en  los 
alimentos derivados, no están todavía asociadas a  la diseminación de BLEE como es el 
caso  de  las  cepas  ST131  de  origen  humano.  Destaca  así  el  hecho  de  que  estudios 
recientes, con prevalencias de BLEE en carne de ave superiores al 79%, no detectasen 
ninguna cepa de este grupo clonal (Overdevest et al. 2011; Egea et al. 2011, 2012). Sin 




1  SHV‐12).  Estos  autores  detectaron,  por  tanto,  una  prevalencia  de  cepas  O25b:H4 
productoras  de  BLEE  superior  a  la  encontrada  en  nuestro  estudio  en  carne  de  pollo 
(3,5%), pero  inferior en  carne de  cerdo  (0%  vs. 1% en nuestro estudio). Asimismo en 
carne de pollo, Ghodousi y colaboradores (2015) identificaron el grupo clonal O25b:H4‐














prevalencia  detectada  en  el Muestreo  2  (21 muestras  de  100)  fue  significativamente 
superior  a  la  del  Muestreo  1  (7  muestras  de  100)  (p=0,003).  Puesto  que  ambos 
muestreos se realizaron en el mismo periodo  (entre otoño e  invierno), descartamos el 
factor estacional como posible causa del  incremento en  la prevalencia; sin embargo, al 












De  las  150 muestras  de  productos  agrícolas  (72  ensaladas  envasadas  y  78  productos 















En  relación  con  la  elevada  prevalencia  en  carne  de  ave,  ya  habíamos  detectado 





En  la Tabla 90 figuran  las características de  las 50 cepas de E. coli O25b aisladas de 48 
muestras,  de  las  que  9  cepas  (18%)  eran  portadoras  del  gen  blaCTX‐M.  Mediante 
secuenciación se tipificaron como CTX‐M‐9 (7 cepas aisladas de carne de pollo) y CTX‐M‐
1 (2 cepas aisladas de carne de cerdo). Ninguna de las 3 cepas O25b aisladas de carne de 






grupo  clonal  O25b:H4‐B2‐ST131,  aisladas  entre  los  años  2006‐2009  de  pacientes  del 
Hospital de Lugo; entre esas 148 cepas, el CTX‐M‐1 fue el menos prevalente (0,7%). 
A pesar de la baja prevalencia global del tipo CTX‐M‐9 entre las cepas ST131 productoras 
de BLEE de origen humano, Blanco y  colaboradores  (2013) encontraron que este  tipo 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































que  codifican  para  factores  de  virulencia  típicos  de  cepas  ExPEC. Adicionalmente,  las 
cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el gen 
eae) a los que hubiera sido positiva (en su caso) la muestra de alimento.  













2 o más de  los 5 genes de virulencia  (papEF,  sfa/focDE, afa/draBC,  iutA y kpsM  II) de 
acuerdo con  la definición de  Johnson y colaboradores  (2003a). Solo  la cepa aislada de 
producto agrícola y 1 cepa aislada de carne de cerdo no cumplían este criterio. 
Encontramos diferencias significativas en  la prevalencia de 7 genes al comparar  las 18 
cepas  O25b:H4‐B2  aisladas  de  carne  picada  de  cerdo,  con  las  29  cepas  aisladas  de 
pechuga  de  pollo  (Tabla  91).  En  las  cepas  aisladas  de  carne  de  cerdo  fue 
significativamente superior la prevalencia de los genes papEF (papG III positivas) (77,8% 
vs. 0%),  cnf1  (33,3%  vs. 0%), hlyA  (27,8%  vs. 0%),  kpsM  II‐K5  (77,8%  vs. 3,4%)  y  cvaC 
(88,9%  vs.  48,3%)  (p<0,05  para  todas  las  comparaciones);  mientras  que  las  cepas 
aisladas de carne de pollo presentaban una mayor prevalencia para  los genes   kpsM II‐
K1  (96,6%  vs.  22,2%)  y  tsh  (62,1%  vs.  11,1%)  (p<0,05  para  ambas  comparaciones). 
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Además,  al  comparar  las    9  cepas  O25b:H4‐B2  productoras  de  BLEE  con  las  41  no 
productoras  de  BLEE,  encontramos  que  las  cepas  papEF  (papG  III  positivas)  se 
correspondían  con  15  (36,6%)  de  las  41  cepas  no  productoras  de BLEE  vs.  0%  de  las 
















fimH  50  100% 2  100%  1  100%  18  100,0%  29  100%    
fimAvMT78  0  0% 0  0%  0 0% 0 0,0% 0 0%   
papEF  15  30% 1  50%  0 0% 14 77,8% 0 0% 0,000 
papG III  15  30% 1  50%  0 0% 14 77,8% 0 0% 0,000 
sfa/ focDE  1  2% 1  50%  0 0% 0 0,0% 0 0%   
afa/draBC  0  0% 0  0%  0 0% 0 0,0% 0 0%   
Toxinas             
cnf1  6  12% 0  0%  0 0% 6 33,3% 0 0% 0,002 
cdtB  11  22% 1  50%  0 0% 10 55,6% 0 0% 0,000 
sat  0  0% 0  0%  0 0% 0 0,0% 0 0%   
hlyA  5  10% 0  0%  0 0% 5 27,8% 0 0% 0,006 
Sideróforos             
iroN  48  96% 2  100%  0 0% 17 94,4% 29 100%    
iucD  47  94% 2  100%  0 0% 16 88,9% 29 100%    
iutA  47  94% 2  100%  0 0% 16 88,9% 29 100%    
Cápsula             
kpsM II  50  100% 2  100%  1  100%  18  100,0%  29  100%    
kpsM II‐K2  1  2% 0  0%  1 100% 0 0,0% 0 0%   
kpsM II‐K5  16  32% 1  50%  0 0% 14 77,8% 1 3,4%  0,000 
neuC‐K1  33  66% 1  50%  0 0% 4 22,2% 28 96,6%  0,000 
kpsM III  0  0% 0  0%  0 0% 0 0,0% 0 0%   
Varios             
cvaC  32  64% 1  50%  1 100% 16 88,9% 14 48,3%  0,005 
iss  48  96% 2  100%  0 0% 17 94,4% 29 100%    
traT  50  100% 2  100%  1 100% 18 100,0% 29 100%    
malX  49  98% 2  100%  0 0% 18 100,0% 29 100%    
ibeA  50  100% 2  100%  1 100% 18 100,0% 29 100%    
usp  50  100% 2  100%  1 100% 18 100,0% 29 100%    
tsh  21  42% 1  50%  0 0% 2 11,1% 18 62,1%  0,006 
Estatus ExPEC  48  96%  2  100%  0  0%  17  94,4%  29  100%    
Cepas con ≥ 12 genes 
de virulencia  32  64%  2  100%  0  0%  16  88,9%  14  48,3%  0,005 
Media (rango) de 
genes de virulencia  11,6 (6‐15)  12,5 (12‐13)  6  12,6 (8‐15)  11,1 (10‐12)    
Negrita: dato estadísticamente significativo 
a Para cepas de carne de cerdo vs. cepas de carne de pollo. Únicamente se muestran los valores estadísticamente significativos (p<0,05) 
Las  diferencias  detalladas  en  el  párrafo  anterior,  en  relación  con  la  prevalencia  y 
asociación  de  determinados  genes  de  virulencia,  se  traducen  en  la  presencia  de 
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determinados  virotipos  según  el  esquema  desarrollado  por  Dahbi  y  colaboradores 
(2014). Las 50 cepas O25b:H4‐B2 del estudio eran positivas para el gen ibeA, por lo que, 
según dicho esquema, todas se corresponden con el virotipo D, y dentro de este virotipo 
detectamos  cepas  D4  (33  cepas;  66%),  D2  (9  cepas;  18%),  D5  (4  cepas;  8%)  y  D  no 




el  contrario,  la mayoría  de  las  cepas  aisladas  de  carne  de  ave mostraban  a  un  único 
virotipo: D4 (28 cepas; 96,6%) y D‐nt (1 cepa; 3,4%). 
Por  último,  comparamos  los  perfiles  de  virulencia  de  las  9  cepas  O25b:H4‐B2 








fimAvMT78 0 42 (30,2%) 0,045 
iroN  9 (100%) 57 (41%) 0,001 
iucD  8 (88,9%) 71 (51,1%) 0,027 
iutA  8 (88,9%) 71 (51,1%) 0,027 
kpsM II 9 (100%) 14 (10,1%) 0,000 
cvaC  8 (88,9%) 25 (18%) 0,000 
iss  9 (100%) 59 (42,4%) 0,001 
traT  9 (100%) 48 (34,5%) 0,000 
malX  9 (100%) 21 (15,1%) 0,000 
ibeA  9 (100%) 3 (2,2%) 0,000 
usp  9 (100%) 4 (2,9%) 0,000 
tsh  8 (88,9%) 31 (22,3%) 0,000 
Estatus ExPEC 8 (88,9%) 18 (12,9%) 0,000 
Media de genes de virulencia  11,6 (8‐12) 4,4 (0‐13)
*Figuran únicamente los genes con diferencias significativas entre ambos grupos BLEE (O25b y no O25) (p<0,05) 
Encontramos diferencias  significativas en  la prevalencia de 12 genes de  virulencia, de 
manera que en el grupo de las 9 cepas O25b:H4‐B2 productoras de BLEE, los genes iroN, 
iutA,  iucD, kpsM  II, cvaC,  iss,  traT, malX,  ibeA, usp y  tsh  fueron significativamente más 
prevalentes (p<0,05), y solo el gen fimAvMT78 fue significativamente más prevalente en el 
grupo de las 139 cepas productoras de BLEE no O25b (Tabla 92). Como consecuencia de 












vs.  16,8).  Además,  comparando  con  los  datos  de  Blanco  y  colaboradores  (2013),  las 
mayores  diferencias  de  prevalencia  entre  los  genes  de  virulencia  son  debidas  a  la 










aunque  la mayoría de  las cepas presentaba el clonotipo CH40‐22  (43 cepas),  los otros 
clonotipos se correspondían con CH40‐298 (4 cepas), CH40‐161 (2 cepas) y CH40‐380 (1 
cepa).  
Los  4  clonotipos  detectados  en  cepas  aisladas  de  alimentos  están  asociados  a  la 
secuencia  tipo  ST131,  determinado  mediante  secuenciación  multilocus  según  el 
esquema  de  Achtman  (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli).  Comparando  estos 
clonotipos  con  nuestra  colección  LREC  de  cepas  del  grupo  clonal  ST131  aisladas  de 
diferentes orígenes, comprobamos que con la excepción del CH40‐380 solo identificado 
en cepas de origen porcino, los otros 3 (CH40‐22, CH40‐161 y CH40‐298) también habían 





cada  uno,  en  1  única  cepa  de  entre  una  colección  de  367  cepas  ST131  aisladas  de 
patología humana (datos no publicados). 
La  predominancia  del  clonotipo  CH40‐22  detectada  en  este  estudio  está  en 
concordancia  con  los  datos  observados  por  Blanco  y  colaboradores  (2013),  que 
identificaron  este  clonotipo  en  todas  cepas  de  origen  humano  del  virotipo  D  en  un 
análisis  representativo  de  130  cepas  ST131  productoras  de  BLEE  aisladas  de  44 
hospitales españoles.  
Es importante destacar que ninguna de las 50 cepas O25:H4‐B2 aisladas de alimentos es 
en  esta  tesis presentó  el  clonotipo CH40‐30, que  es  el predominante  entre  las  cepas 






(ST131) mediante  el  sistema  automatizado MicroScan WalkAway  96  Plus  reveló    26 
patrones de resistencia distintos (P1‐P26) (Tabla 93). Con  la salvedad de 1 cepa aislada 
de  una muestra  de  ensalada  envasada  con  resistencia  únicamente  a  la  cefalotina,  el 
resto  de  cepas  presentaron  patrones  de multirresistencia  de  entre  2  y  12  de  los  17 











De acuerdo  con  lo observado por Blanco  y  colaboradores  (2013),  la prevalencia de  la 
cepas resistentes a  la ciprofloxacina estaría vinculada con el clonotipo CH40‐30, y a su 
vez con los virotipos A, B y C; mientras que esta prevalencia sería significativamente más 











CEF CFZ CXM CTX CAZ FEP FOX AMC AMP GEN TOB NAL CIP SXT *N°
1 1 2,0% 1‐0‐0‐0 ‐ R R R R R ‐ R R R R R R ‐ R 12
2 1 2,0% 0‐1‐0‐0 ‐ R R R R R R ‐ ‐ R R R R ‐ R 11
3 1 2,0% 0‐1‐0‐0 ‐ R R R R R R ‐ ‐ R ‐ ‐ R R R 10
4 1 2,0% 0‐0‐1‐0 ‐ R R R R ‐ ‐ R R R R ‐ ‐ ‐ R 9
5 2 4,0% 0‐0‐2‐0 CTX‐M‐9 R R R R ‐ R ‐ ‐ R R ‐ R ‐ R 9
6 4 8,0% 0‐0‐4‐0 CTX‐M‐9 R R R R ‐ R ‐ ‐ R ‐ ‐ R ‐ R 8
7 4 8,0% 0‐0‐4‐0 ‐ R R R R R ‐ R R R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 8
8 1 2,0% 0‐1‐0‐0 CTX‐M‐1 R R R R R R ‐ ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 7
9 2 4,0% 0‐0‐2‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R R R R ‐ R 6
10 1 2,0% 0‐0‐1‐0 ‐ R R R ‐ ‐ ‐ R R R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 6
0‐1‐0‐0 CTX‐M‐1
0‐0‐1‐0 CTX‐M‐9
12 1 2,0% 0‐1‐0‐0 ‐ R R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ R ‐ R 5
13 1 2,0% 0‐0‐1‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R R R R ‐ ‐ 5
14 11 22,0% 0‐1‐10‐0 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R R R R ‐ ‐ 4
15 1 2,0% 0‐1‐0‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ R R 4
16 2 4,0% 0‐2‐0‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ R ‐ ‐ 3
17 1 2,0% 0‐1‐0‐0 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ R ‐ R 3
18 1 2,0% 0‐1‐0‐0 ‐ R R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 3
19 2 4,0% 0‐2‐0‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ R 3
20 1 2,0% 0‐0‐1‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ R 3
21 1 2,0% 0‐0‐1‐0 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R R R ‐ ‐ ‐ 3
22 1 2,0% 0‐0‐1‐0 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R R ‐ R ‐ ‐ 3
23 2 4,0% 1‐1‐0‐0 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 2
24 2 4,0% 0‐2‐0‐0 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ R 2
25 2 4,0% 0‐2‐0‐0 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ R ‐ ‐ R ‐ ‐ 2
26 1 2,0% 0‐0‐0‐1 ‐ R ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 1
TOTAL 2‐18‐29‐1 10 32 20 18 17 8 11 7 7 48 21 17 32 1 20 (1‐12)






















Carne de cerdo     C. de pollo    
Valor de p* 
n=18     n=29    
•Penicilinas (AMP)  18  100%     28 96,6%       
•Quinolonas (NAL)  10  55,6%     21 72,4%       
•Trimetoprim‐sulfametoxazol (SXT)  9  50%     10 34,5%       
•Fluoroquinolonas (CIP)  1  5,6%     0  0%       
•Aminoglócosidos (GEN‐TOB)  2  11,1%     18 62,1%     0,000 
•Cefalosporinas (1ª ‐ 4ª generación) (CEF‐CFZ‐CXM‐CTX‐CAZ‐FEP)  12  66,7%  17 58,6%    
 ◦Cefalosporinas de espectro extendido (CTX‐CAZ‐FEP)  4  22,2%     12 41,4%       
•Inhibidores de β‐lactamasas (AMC‐TZP)  0  0%     6  20,7%     0,044 
•Cefamicina (FOX)  0  0%     6  20,7%     0,044 
Multirresistentes a 3 o más familias  10  55,6%     27 93,1%     0,003 
Multirresistentes a 2 familias  8  44,4%     2  6,9%     0,003 
Resistentes a 1 familia  0  0%     0  0%       
Total resistentes  18  100%     29 100%       
* Únicamente se muestran los valores que resultaron estadísticamente significativos (p<0,05) 
4.4.7.  Perfiles  de  macrorrestricción  obtenidos  por  PFGE  de  las  cepas 
O25b:H4‐B2 (ST131): comparación con cepas de origen humano  




los  geles  de  PFGE  fueron  analizadas  con  el  programa  BioNumerics  versión  5.0.  para 
obtener el dendrograma que se muestra en la Figura 40. 
Las 50 cepas O25b:H4‐B2 (ST131) del presente estudio revelaron un total de 43 perfiles 
de macrorrestricción diferentes,  con una  similitud  global de 63,4%.  Se  identificaron 7 
cluster de identidad ≥85% (I‐VII), tres de los cuales incluían cepas aisladas de más de un 












virotipo D5  aisladas  de  carne  de  cerdo.  Se  puede  apreciar,  además,  las  asociaciones 
descritas en  los apartados 4.4.4.  (página 229) y 4.4.6.  (página 233) en relación con  los 
perfiles de genes de virulencia y patrones de resistencia, de manera que el virotipo D4 









• Cluster  II:  cepa  C59‐6a  (aislamiento  de  carne  de  cerdo),  virotipo  D4  y  87,3%  de 
similitud con 1 cepa de origen aviar; posible contaminación cruzada con carne de pollo.  
• Cluster  VII:  cepa  47‐6a  (aislamiento  de  carne  de  vacuno),  virotipo  D2  y  92,7%  de 
similitud  con  1  cepa  de  origen  porcino;  posible  contaminación  cruzada  con  carne  de 
cerdo. 
Podemos  concluir,  por  tanto,  que  a  pesar  de  que  todas  las  cepas  del  grupo  clonal 
O25b:H4‐B2  (ST131)  aisladas  de  alimentos  en  este  estudio  eran  ibeA  positivas, 
mostraron una alta heterogeneidad tanto en sus perfiles de virulencia, como a nivel de 
tipado  molecular,  incluso  dentro  de  los  mismos  virotipos  D2,  D4  y  D5,  los  cuales 













otras  de  nuestra  colección.  Al  analizar  81  cepas  de  diferente  procedencia  (patología 
aviar, patología porcina, aves de producción  sanas y animales  silvestres), constatamos 
que  todas  las  cepas de origen animal pertenecientes a este grupo  clonal muestran el 
virotipo D (ibeA positivas; 90,1% de las 81 cepas) o son no tipables (NT; 9,9%). Además, 
confirmamos ciertas asociaciones por origen de aislamiento (94,7% de las cepas aisladas 
de  patología  aviar  eran D4;  61,5%  de  las  aisladas  de  patología  porcina mostraban  el 
virotipo D5;  el  90,9%  de  los  aislamientos  de  aves  de  producción  sanas  eran D4;  y  el 
54,5%  de  las  aisladas  de  animales  silvestres  mostraban  el  virotipo  D‐nt)  (datos  no 
publicados). Asimismo, comprobamos la implicación del virotipo D en patología humana, 
para  ello  analizamos  una  colección  de  307  cepas  pertenecientes  a  este  grupo  clonal 
aisladas  de  pacientes  con  sepsis  (157  cepas)  y  con  ITU  (150  cepas);  globalmente,  el 
virotipo  D  (cepas  ibeA  positivas)  era  el  más  prevalente  (29%  de  los  aislamientos) 
después  del  virotipo  C  (34,5%),  y  dentro  de  este  virotipo  detectamos  una  mayor 
prevalencia del D5 (28,1%) seguido del D2 (24,7%), D4 (19,1%), D1 (14,6%) y D3 (13,5%) 
(datos no publicados).  
Vincent y colaboradores  (2010)  fue el primero en describir  la similitud entre una cepa 
O25b:H4‐B2  (ST131) aislada de 250 muestras de carne de pollo en Canadá  (0,4%) con 
una cepa de origen humano aislada de una ITU (100% de identidad en sus perfiles PFGE). 
En  el presente  estudio  comparamos  los perfiles de macrorrestricción de  las 50  cepas 













las  cepas de origen porcino presenta una  similitud  >90%  con  sendas  cepas de origen 
humano.  La  alta  similitud  entre  cepas  de  ambos  orígenes  apoyaría  la  hipótesis  de  la 
carne de cerdo como transmisora de cepas potencialmente patógenas para el hombre. 
Es  interesante  señalar que  las 6  cepas  fueron  aisladas  en distintos  años  (2009‐2012), 
incluso de diferentes orígenes geográficos (1 cepa de origen humano, aislada en el 2009 
en Barcelona)  lo que  indicaría  la persistencia de este  subtipo. También es  importante 
destacar que las 2 cepas aisladas de carne de cerdo (en 2011 y 2012, respectivamente) 
presentan un alelo  fimH diferente  (el 298) que varía únicamente en 1 nucleótido  con 
respecto al fimH22. El alelo fimH298 solo lo hemos detectado en 1 cepa ST131 de origen 






geográfico  (Lugo).  Es  interesante  señalar  que  el  alelo  fimH161,  presente  en  ambas 
cepas, solo  lo hemos detectado en esta cepa ST131 de origen humano (2010) de entre 
una colección de 367 cepas ST131 de patología humana, y en 3 cepas de origen porcino. 
Como  en  el  cluster  I,  la  alta  similitud  entre  cepas  de  ambos  orígenes  apoyaría  la 
hipótesis de  la  carne de  cerdo  como  transmisora de  cepas potencialmente patógenas 
para el hombre. 
En el cluster III se agrupan 15 cepas del virotipo D4 con un 87,1% de identidad, incluidas 
8  cepas aisladas de  carne de pollo, 2  cepas de patología aviar y 5  cepas de patología 
humana.  Individualmente,  las  cepas  de  origen  aviar  alcanzan  >90%  de  identidad  con 
cepas de origen humano, incluso el 100% en el caso de 2 cepas productoras de BLEE tipo 










cepas  aisladas  de  carne  de  pollo  y  3  cepas  de  patología  humana  (2  de  Lugo  y  1  de 
Barcelona), que  fueron aisladas en el periodo 2009‐2010. Como en el  cluster  III,  las 5 






perfil  de  virulencia,  siendo  ambas  negativas  para  el  estatus  ExPEC.  Es  interesante 
destacar que a pesar de compartir virotipo y alelo fimH con las cepas del cluster III y IV, 
mostraron una gran distancia genética (solo un 69,6% de identidad con dichos cluster).  
Concluimos  que  la  alta  similitud  encontrada  entre  ciertas  cepas O25b:H4‐B2  (ST131) 
aisladas  en  el  presente  estudio  y  cepas  aisladas  de  patología  humana  apoyaría  la 
hipótesis de que ciertos alimentos juegan un papel importante en la transmisión de este 
grupo  clonal  al  hombre,  fundamentalmente  (aunque  no  exclusivamente),  la  carne  de 














diarreagénicos,  como  ECVT,  ECEP  y  ECET,  principalmente.  Sin  embargo,  el  creciente 
número de estudios que vinculan ciertas cepas de E. coli aisladas de alimentos con  las 
infecciones  del  tracto  urinario,  llevaron  a  ampliar  esta  definición,  creando  un  nuevo 









productoras  de  BLEE,  y  se  consideran  fuentes  potenciales  importantes  para  la 
colonización  de  los  humanos  (Valentin  et  al.  2014).  Y  no  solo  las  fuentes  de  origen 
animal, también los productos agrícolas suponen una fuente nada despreciable de genes 
de resistencia a antibióticos (Zurfluh et al. 2015). La identificación y cuantificación de la 
contribución de  las diferentes  fuentes a  las  infecciones zoonóticas, o a  la colonización 
humana,  es  un  paso  fundamental  para  reducir  la  exposición  del  consumidor  a  estos 
patógenos zoonóticos. 
Finalmente,  y  en  base  a  los  objetivos  del  presente  estudio,  hicimos  una  estimación 
conjunta  del  número  de  muestras  adquiridas  en  diferentes  establecimientos  de  la 








Globalmente,  de  las  950  muestras  de  alimentos  analizadas,  166  (17,5%)  resultaron 
positivas para el aislamiento de cepas que conllevan un  riesgo potencial para  la  salud 
pública. Estas 166 muestras  incluían 25 muestras positivas para el aislamiento de ECVT 
con  significación  clínica,  106 muestras portadoras de  cepas de  E.  coli productoras de 
BLEE  (no O25b:H4‐B2), y 48 muestras positivas para el aislamiento de cepas del grupo 








Por  tipo  de  alimento,  los  datos  señalan  a  las  carnes  como  de  especial  riesgo 
microbiológico, puesto que de  las  166 muestras portadoras de  cepas potencialmente 
peligrosas, 161 eran de carne y 5 de productos agrícolas. Esto supone el 26,8% de  las 



























Vacuno/13 <10 O157:H7 vt2c, eae‐γ1,  E‐hlyA, stcE A ‐ ‐
O113:H21 vt1a, vt2d C ‐ ‐
O26:H11 vt1a, eae‐β1,  E‐hlyA B ‐ ‐
ONT:H21 vt1a, vt2c * ‐ ‐
Vacuno/37 <10 ONT:H8 vt1a, vt2a,  E‐hlyA, saa * ‐ ‐
O157:H7 vt1a, vt2c, eae‐γ1,  E‐hlyA, stcE A ‐ ‐
O104:H7 vt2a,  E‐hlyA, saa, subA D ‐ ‐
O91:H21 vt2a vt2d,  E‐hlyA, saa C ‐ ‐
O174:H21 vt2c C ‐ ‐
O157:H7 vt2c, eae‐γ1,  E‐hlyA, stcE A ‐ ‐
O174:H21 vt2c C ‐ ‐
Vacuno/54 100‐999 O174:H21 vt2c C ‐ ‐
Vacuno/93 <10 O156:H25 vt1a, eae‐ ζ1,  E‐hlyA, stcE D ‐ ‐
Vacuno/134 <10 O113:H21 vt2d,  E‐hlyA, subA C ‐ ‐
Vacuno/147 >999 ONT:H16 vt2a vt2g D ‐ ‐
Vacuno/194 10‐99 O26:H11 vt1a, eae‐β1,  E‐hlyA B ‐ ‐




10 genes  de  virulencia   
Nº de  res i stencias : 4
‐
Cerdo/C120 <10 ONT:HNM vt2e * ‐ ‐
Cerdo/C121 >999 O178:H19 vt1a, vt2a vt2d,  E‐hlyA D ‐ ‐
Cerdo/C143 10‐99 O8:H9 vt2e D ‐ ‐
Cerdo/C145 100‐999 O8:H9 vt2e D ‐ ‐
Cerdo/C149 100‐999 O8:H9 vt2e D ‐ ‐




13 genes  de  virulencia  
Nº de  res i stencias : 2
‐
Cerdo/C167 >999 O157:H7 vt1a, vt2c, eae‐γ1,  E‐hlyA, stcE A ‐ ‐




15 genes  de  virulencia  
Nº de  res i stencias : 2
‐
Cerdo/C188 <10 O166:H28 vt1c, vt2b,  E‐hlyA D ‐ ‐
Ave/P125 <10 ONT:HNM vt2e * ‐ ‐
Ave/P159 10‐99 O26:H11 vt1a, eae‐β1,  E‐hlyA B ‐
O11:H51 CTX‐M‐9       
3 genes  de  virulencia   
Nº de  res is tencias : 10
Lechuga/VH46 10‐99 O146:H21 vt1c, vt2b,  E‐hlyA D ‐ ‐
Lechuga/VH218 <10 O145:H34 vt2f, eae‐α1 D ‐ ‐




Genes  de  Virulencia eropatotip














Ninguna  de  las  200  muestras  de  carne  picada  de  vacuno  resultó  positiva, 





serotipo  altamente  virulento O26:H11  y  1  cepa  del  grupo  clonal O25b:H4‐B2  (ST131) 
portadora  de  15  genes  de  virulencia.  Curiosamente,  la muestra  de  origen  de  ambas 
cepas (C175) presentaba un recuento  inferior a 10 E. coli por gramo,  lo que demuestra 
que  recuentos  microbiológicos  bajos  no  garantizan  en  absoluto  la  inocuidad  de  los 
alimentos. Lo mismo ocurre con  la muestra de carne de cerdo C156, con un  recuento 
inferior a 10 E. coli por gramo, de la que se aisló una cepa ECVT del seropatotipo C y una 
cepa  del  grupo  clonal O25b:H4‐B2  (ST131)  portadora  de  13  genes  de  virulencia,  que 
además presentó una  identidad >90%  con una  cepa de origen humano  aislada de un 
hemocultivo (Figura 41); esta cepa O25b:H4‐B2 (ST131), aislada de la muestra de cerdo, 
ha  demostrado  además  ser  altamente  letal  en  el  modelo  murino  de  sepsis  (10/10 
ratones  ensayados;  datos  no  publicados),  lo  que  confirma  la  virulencia  de  la misma. 
También destacar que en 1 de  las 200 muestras de pechuga de pollo  (P159) se aisló 1 
cepa ECVT del  serotipo altamente  virulento O26:H11,  y 1  cepa de E.  coli del  serotipo 
O11:H51 productora de CTX‐M‐9 que además presentaba resistencias asociadas frente a 
10  antimicrobianos,  incluidos  aminoglucósidos,  quinolonas  fluoradas  y  trimetoprim‐
sulfametoxazol;  es  decir,  en  esta muestra  de  carne  de  ave  confluía  un  repertorio  de 
genes intestinales, extraintestinales y de resistencia. 
Adicionalmente,  evaluamos  el  factor  estatus  ExPEC  por  ser  un  indicador  de 
patogenicidad.  Encontramos  que  61 muestras  de  950  analizadas  (6,4%)  presentaban 












presencia  de  cepas  de  E.  coli  diarreagénicas,  de  cepas  del  grupo  clonal  O25b:H4‐B2 
(ST131)  y  de  cepas  productoras  de  BLEE  en  diferentes  grupos  de  alimentos.  Los 
resultados indican que los productos cárnicos puestos a la venta en la ciudad de Lugo, y 
principalmente  la  carne  de  ave,  son  portadores  de  cepas  potencialmente  patógenas 
para el hombre.  
Concluimos, por tanto, que hemos identificado la coexistencia en un mismo alimento de 
cepas  de  E.  coli  pertenecientes  a  diferentes  patotipos,  portadoras  de  un  variado 
repertorio de  genes de  virulencia  y de  resistencias,  y  con  alta  similitud  con  cepas de 



































1.  Los  niveles  de  contaminación  por  E.  coli  en  los  alimentos  adquiridos  en  los 
establecimientos de  la ciudad de Lugo son significativamente superiores en carnes que 
en productos vegetales, y significativamente superiores para la carne de pollo.  
2. La detección de recuentos  insatisfactorios  (>500 ufc/g) en  los productos cárnicos de 
los 3 orígenes (4% de  las muestras de vacuno y el 3%, repectivamente, de  las de carne 
de  cerdo  y  ave  analizadas)  supone  la  presencia  en  los  establecimientos  de  venta  al 
consumidor de  carnes que  son  rechazables  según  la  legislación  relativa  a  los  criterios 
microbiológicos aplicables a los productos alimenticios (Reglamento CE Nº 2073/2005, y 
posteriores modificaciones). 
3.  La  calidad microbiológica  de  la  carne  de  pollo  envasada  en  atmósfera modificada 
analizada en este estudio resultó ser significativamente inferior a la de la carne fresca, lo 
que  indica  que  la  calidad  microbiológica  final  en  estos  productos  envasados  está 
condicionada  a  la  carga  microbiológica  inicial  y  a  los  sistemas  adicionales  de 
conservación, como es la temperatura. 
4. Constatamos  la presencia de cepas diarreagénicas, específicamente de  los patotipos 
ECVT  y  ECEPa,  en  carnes  y  productos  agrícolas.  Por  las  prevalencias  obtenidas,  se 
confirman la carne picada de vacuno y de cerdo como fuentes de transmisión de ECVT al 
hombre y, fundamentalmente la de ave, como transmisora de ECEPa. 
5.  Los  recuentos  bajos  de  E.  coli  por  gramo  no  aseguran  la  no  presencia  de  cepas 
diarreagénicas. La mayoría de las muestras cárnicas y productos vegetales portadoras de 
algún patotipo de E. coli diarreagénico presentaron recuentos aceptables  (<100 ufc/g), 
de  acuerdo  con  la  legislación  (Reglamento  CE  Nº  2073/2005,  y  posteriores 
modificaciones). 
6.  En  los  quesos  curados  de  leche  cruda  de  oveja,  confirmamos  que  4  meses  de 
maduración  no  garantizan  la  ausencia  de  ECVT.  Es  crucial  una  buena  calidad 











O157:H7  aislada  de  carne  picada  de  vacuno  con  el mismo  perfil  de  virulencia  y  alta 
similitud en  su perfil de macrorrestricción que aislados  clínicos humanos de diferente 
origen geográfico. 
10.  Los  productos  agrícolas  son  fuente  potencial  transmisora  de  cepas  zoonóticas  de 






11.  La herramienta de PFGE es de gran utilidad a  la hora de determinar  la  fuente de 
origen de las cepas aisladas en alimentos, así como en la detección de contaminaciones 
cruzadas.  La  presencia  en  carne  de  ave  de  la  cepa  del  serotipo  altamente  virulento 
O26:H11, con  idéntico perfil de virulencia y alta similitud que cepas de origen bovino y 
origen clínico humano, supone contaminación cruzada con carne de vacuno. 
12.  Los  alimentos  adquiridos  en  los  establecimientos  de  la  ciudad  de  Lugo,  tanto 
cárnicos  como  productos  agrícolas,  son  transmisores  potenciales  de  cepas  de  E.  coli 
productoras  de  BLEE  y  de  cepas  del  grupo  clonal  pandémico  O25b:H4‐B2  (ST131). 






aisladas  de  alimentos  parece  indicar  que  los  genes  blaBLEE  se  encuentran  asentados 
entre cepas comensales de E. coli de los animales de producción cárnica. 



















17.  Evidenciamos  el  potencial  riesgo  de  emergencia  de  nuevos  patotipos  de  E.  coli 
altamente virulentos y multirresistentes en alimentos, tal y como sucedió en el brote de 
Alemania, con posibilidades reales de transmisión al hombre, en base a  la coexistencia 
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